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(57) Abstract 

Various immunologically active proteins of Borrelia burgdorferi have been prepared in micro-orga nisms by genetic 
engineering techniques. To this end, the specific DNA sequences were selected from a B. burgdorferi «^ b ^ ™»« "J 
search methods, or represented directly by DNA amplification with selected hydridation ^^^"^^2^ 
inducible promoters such as the lac promoter. By describing efficient purification processes for the .anti-gene « ™ P£ 
teins could be made available in a suitable fashion. These proteins can be used to produce specific ' « d '^^^"JS^ 
kits. Selective combination of the immunologically active proteins makes accurate diagnosis P^^» ^^ n ' ™ ^UWa 
antibodies are produced which can be used as reagents for the detection of the exciter directly from test samples 
tion. The DNA sequences specific to Borrelia burgdorferi can be used for the direct detection of the offender in patient samples 
(e.g. by PCR reaction). 



(57) Zusammenfassung Vcrschiedene immunologisch aktive Proteine von Borrelia burgdorferi wurden gcntcchnologisch in 
Mikroorganismen hcrgestcUt. Dazu wurden die spezifischen DNA-Sequenzen aus einer B. burgdorferi Genbank mit geeigneten 
Suchmethoden selektioniert oder direkt dureh DNA-Amplifizierung mit ausgewahlten Hydridisierungs-Proben dargestellt und 
unter die Kontrolle von toduzierbaren Promotoren wie etwa dem lac-Promotor gestellt Durch Beschreibung effizienter Rcim- 
gungsverfahren fflr die exprimierten Antigene konnten die Proteine in geeigneter Weise zur VerfQgung gestellt werden. Mit diesen 
Proteinen kOnnen spezifische und sensitive diagnostische Testkits hergestellt werden. Durch die gezieite Kombination der immu- 
nologisch aktiven Proteine ist eine prfizise Diagnose mdglich. Im weiteren wurden monoklonale AntikSrper erzeugt, die als Rea- 
genzien filr den Erregernachweis direkt aus Untersuchungsproben oder nach Kultivierung Verwendung finden. Die Borrelta 
burgdorferi-spezifischen DNA-Sequenzen sind zum direkten Nachweis des Erregers in Patientenproben einsetzbar (z.B. mittels 
PCR-Reaktion). 
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IMMUNOLOGISCH ACTIVE PROTEINE VON BORRELIA BURGDOFERI, 
zusammenhKngenden TESTKITS UND IMPSTOFF 



Die Lyme-Borreliose ist in der Bundesrepublik Deutschland 
die ha'ufigste von Zecken iibertragene Infektionskrankheit 
des Menschen. Im Gegensatz zur Fruhsommer-Meningoencephali- 
tis (FSME), die ebenfalls durch Zecken iibertragen wird, 
beschrankt sich die Lyme -Bor re Hose nicht auf wenige Ende- 
miegebiete, sondern konunt in alien Landern der BRD vor. Die 
Durchseuchung des Hauptvektors in Europa, Ixodes ricinus, 
mit dem Erreger der Lyme-Borreliose, der SpirochSte 
Borrelia burgdorferi, liegt im suddeutschen Raum bei ca . 20 
% der Adulten, ca. 10 % der Nymphen und bei ca . 1 % der 
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Larven. Der Hauptvektor in USA, Ixodes dammini, kann in 
Hochenderoiegebieten bis zu 100 % mit Borrelien befallen 
sein. 

B. burgdorferi gehort zur Familie der Spirochaten. Spiro- 
chSten sind schraubenformige Bakterien von 8-30 um Lange. 
Sie bestehen aus einer SuAeren Hiille, den Endof lagellen im 
Periplasma und dem Protoplasraazylinder . Der Protoplasmazy- 
linder ist ein Komplex aus Cytoplasma. innerer Zellmembran 
und Peptidoglykan. Zu den human-pathogenen Vertretern der 
SpirochSten gehSren neben B. burgdorferi die 
Rttckfallfieberborrelien (z.B. B. recurrentis ) , der Erreger 
der Syphilis (Treponema. (T. ) pallidum) und die Leptospiren. 
Auf Grund der nahen immunologischen Verwandtschaft der 
Erreger sind Kreuzreaktionen ein Problem beim serologischen 
Nachweis von AntikSrpern bei Syphilis und Lyme-Borreliose 
mit bisher verfilgbaren Testen. 

Eine Infektion mit B. burgdorferi fiihrt zu einem komplexen 
Krankheitsbild, das man ahnlich wie bei der Syphilis, in 
drei verschiedene Stadien einteilen kann. Die wichtigsten 
Manifestationen sind: 

Friihphase: Stadium I Erythema migrans 

lymphozytare Meningoradikulitis 

Bannwarth (LMR) 
Borrelien-Lymphozytom 

Spatphase: Stadium III Lymearthritis 

Acrodermatitis chronica atrophi- 
cans (ACA) 

chronische Borrelien-Encephalo- 

myelitis 
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Seltenere klinische Manifestationen sind: Karditis, Myosi- 
tis iritis und Panophthalmitis. Die diaplacental Ubertra- 
gung des Erregers i.t mSglich, jedoch sind bisher nur weni- 
ge FSlle einer connatalen Lyme Borreliose dokumentiert . Die 
verschiedenen Stadien kSnnen einzeln Oder kombiniert auf- 
treten. Die Infektion nit B. burgdorferi kann auch subkli- 
nisch verlaufen. Epidemiologische Studien an 375 klinisch 
nachgewiesenen Fallen zeigten einige Besonderheiten m der 
Alters- und Geschlechtsverteilung bei den verschiedenen 
klimschen Manifestationen. So fanden sich Patienten mit 
Erythema migrans am hKufigsten in der Altersgruppe der 30- 
bis 60-jShrigen. Neurologische Manifestationen zeigten zwei 
Altersgipfel: den ersteh bei Kindern und Jugendlichen bis 
20 Jahren, den zweiten bei 40- bis 70-jShrigen. Die Lyme- 
Arthritis wurde am haufigsten bei 30- bis 60-jMhngen beoo- 
achtet. Patienten mit ACA waren in keinem Falle jiinger als 
30 Jahre. Die ACA betrifft deutlich haufiger Frauen als 
Ma'nner. Die serologische Untersuchung zeigte im Immunfluor- 
eszenztest bei Patienten mit Erythema migrans (iberwiegend 
positive IgM-Befunde, bei neurologischen Manifestationen 
Uberwiegend positive IgG-Befunde. Bei den Spatmanifestatio- 
nen ACA und Lyme-Arthritis waren die IgG-Titer regelmSBig 
erhSht und IgM-Antik5rper nur mehr in Ausnahmefallen nach- 
weisbar. 

Far die Diagnostik steht sowohl der Erregernachweis als 
auch der Antikorpernachweis zur Verfugung. Der 
Erregernachweis aus Patientenmaterial (Hautbiopsien, 
Liquor, Punktate) ist besonders im Friihstadium (Erythema 
migrans), bei dem ein Antikorpernachweis hMufig negativ 
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ist, zu empfehlen. Allerdings ist zur Anziichtung von B. 
burgdorferi ein komplexes Nahrmedium n6tig (Preac-Mursic, 
V.; Wiiske; B. ; Schierz, G. (1986): European Borreliae 
burgdorferi isolated from humans and ticks - culture 
conditions and antibiotic susceptibility. Zbl.Bakt.Hyg.A 
163, 112-118) und die Kultivierung ist daher Speziallabors 
vorbehalten. Filr die Isolierung des Erregers wird auflerdem 
eine Zeit bis zu 5 Wochen ben6tigt. Die Isolierung von B. 
burgdorferi gelingt aus Hautproben in 50-70 % der Falle nut 
Hautmanifestationen und in 3-5 % der FSlle rait 
Neuroborreliose (Preac-Mursic, V.; unpubl. Ergebnisse) . 

Der Antikorpernachweis (IgM, IgG) wird im Serum und bei 
neuroxogischen Manifestationen auch aus Liquor durchge- 
fuhrt. Der serologische Befund ist abhangig vora Stadium der 
Erkrankung, der Dauer der Symptome und einer evt. schon 
erfolgten Antibiotika-Therapie . So ist der Antikorpernach- 
weis rait bisher verfugbaren Testen beim Erythema migrans 
nur in 20-50 % der FSlle erfolgreich, bei neurologischen 
Manifestationen in 50-90 % und bei ACA und Arthritis in 
90-100 %. 

Die Therapie der Lyme-Borreliose wird Uberwiegend mit Peni- 
cillin G r Tetracyclines Erythromycin oder Cephalosporinen 
durchgef iihrt . Die Lyme-Borreliose heilt zwar in den frQhen 
Stadien oft spontan aus. allerdings sind auch dann Spat- 
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manxfestationen nicht ausgeschlossen. Daher ist eine Thera- 
pie im Frtthstadium unerlSfllich. Zudem ist eine klxnxsche 
Heilung nach Antibiotikatherapie bei Spatmanifestationen 
nur in einem Teii der Falle zu erzielen (z.B. nur ca. 50 % 

bei Lyme-Arthritis) . 

Daher sollte die Lyme Borreliose moglichst frOhzextig diag- 
nostiziert werden. Da (wie bereits erlautert) die Erregerx- 
solierung teuer, zeitaufwendig und zudem auch nicht xmmer 
erfolgreich ist, sollten bessere serodiagnostxsche Tests 
entwiclcelt werden. Die bisher benutzten Verfahrea (Irmnun- 
fluoreszenztest (IFT), indirekter HSmagglutxnationstest 
(IHA), Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) versagen 
oftmals in den Friihstadien . Als Antigene werden fur dxese 
Teste ganze B. burgdorferi Zellen oder Gesamtzell- Ultraso- 
nxkate eingesetzt. Die Verwendung unterschiedlxcher B. 
burgdorferi StSmmen als Antigen fiihrt im Ultrasonikat- 
ELISA zu unterschiedlichen Testergebnissen. Die Zellen 
werden auf ObjekttrSger bzw. Ultrasonikat-Antigen auf 
Mikrotiterplatten fixiert, mit Serum oder Liquor inkubiert 
und die Borrelien-spezifxschen Antikorper mit einem zwexten 
Fluoreszenz- oder Peroxidase- markierten AntikSrper der 
entsprechenden Immunglobulinklasse detektiert. Die Reaktxon 
wird dann entweder im Fluoreszenzmikroskop (IFT) oder nacb 
einer Farbreaktion im Photometer (ELISA) ausgewertet. 

Ein Problem fur dxe Spezifitat der Teste sind breite 
Kreuzreaktionen des Erregers B. burgdorferi zu anderen 
bakteriellen Er.regern, insbesonder zu T. pallxdum, dem 
Erreger der Syphilis. Da die Testantigene im allgemeinen 
aus Lysaten des gesamten Erregers bestehen, werden auch 
Antikorper gegen sog. "common antigens" erfalBt (Hansen, K.; 
Hindersson, P.; Pedersen, N. 5.(1988): Measurement of 
antibodies to the Borrelia burgdorferi flagellum 
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improves serodiagnosis in Lyme disease. J. CI xn. Microbiol . , 
26, 338-346). "Common antigens" sind weit verbreitete und 
in ihrer Sequenz stark konservierte Proteine, d.h. die 
"Common antigens" von Borrelien, Treponemen, aber auch 
zahlreicher anderer Bakterien besitzen gemeinsame Epitope. 
Daneben kSnne falsch positive Reaktionen xm IgM-IFT oder 
IgM-ELISA Dei Seren mit Rheumafaktor-AktivitSt auftreten. 
Urn die Teste spezifischer zu machen, wird daher beim Nach- 
weis von IgG- und IgM-AntikSrpern eine Prae-Absorption der 
Seren mit einem Treponema-Ultrasonikat und zusStzlich beim 
Nachweis von IgM-Antxk8rpern noch eine Absorption mit 
Rheumaf aktorabsorbens durchgef iihrt . 

Aufgabe der vorlxegenden Erfindung ist es daher immunolo- 
gisch aktxve Protexne von Borrelia burgdorferi zur Verfii- 
gung zu stellen, dxe in einem Testkit Verwendung finden, 
das die oben erwShnten Nachteile nicht aufweist. Weiterhin 
soli dxeses Testkit den schnellen und zuverlassigen Nach- 
weis von gegen Borrelia burgdorferi gerichteten Antikorpern 
ermog lichen. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es 
monoklonale AntikSrper zur Verfugung zu stellen, die gegen 
bestimmte immunologxsch aktive Proteine von Borrelia burg- 
dorferi gerxchtet sxnd. DarUber hinaus sollen immunologisch 
aktive Proceine zur VerfUgung gestellt werden, die sich als 
Impfstoffe gegen durch Borrelien-Stamme verursachte Infek- 
txonen eignen. 

Bei der Untersuchung von Patientenseren aus unterschied- 
lxchen Krankheitsstadien der Lyme-Borrelxose im Western 
Blot sowxe der Untersuchung von Nicht-Lyme-Borreliose- 
Patxenten (xnsbesondere Syphilis-Patienten) auf Kreuzreak- 
tivitat mit B. burgdorferi wurden xmmunologisch aktive 
Proteine (B. burgdorf eri-Antigene) gefunden, dxe einerseits 
exne gute Antikorper-Antwort nach Infektion hervorrufen und 
zum anderen eine geringe Kreuzreaktivitat mit nicht 
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B. burgdorteri-positiven Seren zeigen (Beispiel I). Es 
zeigte sich, dafl ein bestimmter Stamm von B. burgdorferi 
nut der Iaborinternen Kennzeichnung PKo der bei der Deut- 
schen Sanunlung fUr Mikroorganismen (DSM) unter der Nr. 5662 
hinterlegt wurde, unter anderem ein immundominantes Protein 
im Molekulargewichtsbereich um etwa 22 *D (pC-Protein) 
besitzt. Die Bestimmung des Molekulargewichts der erfin- 
dungsgemSflen Proteine errolgte nach an sich bekannten 
Methoden insbesondere durch SDS-Gelelektrophorese . Es wurde 
gefunden, dafl dieses Protein immundominant far die IgM-Ant- 
wort ist. Dieses Protein ist mcht in alien B. burgdorfen- 
Stammen in gleicher Weise ausgeprSgt. Erf indungsgemSB wurde 
dieses immunologisch aktive Protein (pC-Protein) gentechno- 
logisch hergestellt (Beisp. 3). 

Auch andere immunologisch aktive Proteine (Antigene), die 
sich in besonderer Weise fur die Verwendung in Testkits 
eignen, wurden in allgemein zuganglichen und kommerziell 
erhaltlichen Escherichia coli-Zellen, wie beispielsweise 
den Stammen JM 105 (Pharmacia) oder DH 5 (Gibco-BRL) nerge- 
stellt. Hierzu wurden die fur diese Proteine kodierenden B. 
burgdorferi DNA-Fragmente isoliert und anschlieflend m 
effektive Expressionsvektoren eingesetzt (Beisp. 2 und 3). 

Die Identirizierung und Isolierung der entsprechenden DNA- 
Fragmente erfolgte nach verschiedenen Methoden. So wurde 
ein immunologisch aktives Protein mit einem Molekularge- 
wicht von etwa 41 kD, das im folgenden auch als P 41-Protein 
bezeichnet wird, mittels Polymerase chain reaction (PCR) 
und spezifischen Primern, deren Sequenzen synthetisch her- 
gestellt wurden, dargestellt (Beisp. 2). 

Weiterhin wurde eine Genbank des B. burgdorf eri-Genoms 
erstellt, die mittels monoklonaler Antikorper auf die 
direkte Expression von immunologisch aktiven Proteinen 
durchsucht wurde. 

In entsprechender Weise wurden auch Proteine mit MoleXular- 
gewichten von etwa 100 *D und 31 KD Uoniert und se^uenzxert 
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Eine weitere Methode bestand darin, bestxmmte ausgewShlte 
immunologisch aktive Proteine. (Antigene) aus B. burgdorferi 
-Lysaten zu rexnxgen und AmxnosSuresequenzen dxeser Anti- 
gene zu ermxtteln. AnschlxeBend wurden der Amxnosaurese- 
quenz entsprechende Oiigodesoxynukleotide synthetxsiert und 
durch Hybrxdxsierung diejenigen Klone der Genbank xdentifi- 
zxert, dxe fur die immunologisch aktiven Protexne kodieren- 
de DNA-Sequenzen aufwxesen. Die bexden letztgenannten 
Methoden werden im Beispiei 3 naher erlautert. 

Nacn Charakterisxerung, Sequenzxerung und Umklonierung der 
Gene in entsprechende Expressions veictor en wurden dxe Anti- 
gene xn E. coii-Zellen exprimxert und anschlieBend gerei- 
nxgt. Ein Devorzugtes Reinxgungsverfahren wxrd in Beispiei 
4 beschrieben. 

Die erfindungsgemSB hergestellten xmmunologisch aktiven 
Proteine von Borrelia burgdorferi konnen in Testkits ver- 
wendet werden, die einen liberraschend sensxtiven Nachweis 
von Antikorpern gegen B. burgdorferx xn verschiedenen Un- 
tersuchungsfliissigkeiten zur Verfugung stellen. Ein Vorteil 
der erfindungsgemSB hergestellten immunologisch aktxven 
Protexne besteht darin, daB die Praparatxonen nur aus dem 
gewiinschten Protein und mSglxcherweise solchen Proteinen 
bestehen, dxe auf Degradationserschexnungen und/oder un- 
vollstandige Translation zuruckzufUhren sind. Dxese Prapa- 
ratxonen enthalten keine solchen B. burgdorferi-Proteine, 
dxe nicht dem rekombxnant erzeugten Protein entsprechen, da 
sxe gentechnologisch hergestellt wurden • 

Unter dem Begriff "Testkits" wxrd ein Satz von Testreagen- 
tien verstanden, der den Nachweis von bestimmten Antikor- 
pern ermoglxcht. Dxe den Testkits zugrundeliegenden Prxnzx- 
pxen wurden xn "Immunoassays for the 80s" (1981) von A. 
Voiler et al. f erschienen bei MTP Press Ltd, Falcon House, 
Lancaster, England beschrieben. Die Testreagentien wexsen 
als wxchtxgste Komponente das oder die Antigen (e) und ge- 
gebenenfalls spezxfische, vorzugsweise monoklonale Antikor- 
per auf. 
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Die erfindungsgemSflen Testkits zum Nachweis von Antik8rpern 
gegen Borrelia burgdorferi sind dadurch gekennzeichnet, dafl 
sie wenigstens ein immunologisch aktives Protein enthalten, 
das ohne Verunreinigung durch andere Proteine aus dera 
Borrelia burgdorferi Stanun zur VerfCigung steht. Dieses 
immunologisch aktive Protein wirkt als Antigen und reagiert 
mit den in der Untersuchungsf liissigkeit vorhandenen Anti- 
korpern. Vorzugsweise weisen die erf indungsgema'Ben Testkits 
zwei bis vier immunologisch aktive Proteine auf f die ohne 
Verunreinigung durch andere Proteine aus B. burgdorferi zur 
Verftigung stehen. Weiterhin enthSlt das Testkit eine An- 
zeigekomponente, die das Vorhandensein von Komplexen aus 
Antigen und Antikorper ermoglicht. 

Die erfindungsgemSflen Testkits kSnnen auf verschiedenen, an 
sich bekannten Prinzipien beruhen. Grundsatzlich kann das 
Antigen eine Markierung tragen, wobei die Markierung aus 
einem radioaktiven Isotop oder einem Enzym bestehen kann, 
das eine Parbreaktion katalysiert. Ebenso kann das Antigen 
an eine feste Unterlage (Mikrotiterplatten oder Ku'gelchen) 
gebunden sein und die Anzeigekomponente kann in einem gegen 
AntikSrper gerichteten Antikorper bestehen, der eine Mar- 
kierung trSgt, wobei die Markierung in einem radioaktiven 
Isotop oder einem Enzym bestehen kann, das eine Farbreak- 
tion katalysiert. 



Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird als Testkit der 
sogenannte ELISA (Enzyme -linked immunosorbent assay) bevor- 
zugt. Eine Aus fUhrungs form davon wird in Beispiel 5 naher 
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beschrieben. Die Ergebnisse dieses Beispiels zeigen, dafl 
Uberraschenderwex9e durch den Einsatz nur eines erfindungs- 
gemSflen immunologisch aktiven Proteins eine sehr hohe Spe- 
zifxtSt des Testkits erreicht werden konnte. Dariiber hinaus 
ermSgiichen die erf indungsgemaflen Testkits Qberraschender- 
wexse eine mxt dem Krankheitsstadium korrelierte Differen- 
zxerung. Der kombinierte Einsatz von mehreren Antigenen in 
einem Testkit ermo'glicht den Nachweis von Antikorpern gegen 
Borrelia burgdorferi auch in solchen FSllen, in denen sich 
die Krankheitssymptome noch nicht klinisch roanifestiert 
haben. Ebenso kSnnen Infektionen mxt B. burgdorferi dia- 
gnostizxert werden, bei denen der Patient nur eine subkli- 
nische Infektion durchlauft. Die Aussage, die durch die 
erfxndungsgemSflen Testkxts erhalten werden kann, ist insbe- 
sondere in den FSllen bedeutsam, xn denen ein ZeckenbiB 
festgestellt werden konnte, jedoch nicht klar ist, ob eine 
Infektion rait einem Borrelien-Stamm vorliegt. 

Im Rahmen der vorliegenden Errxndung ist der kombinierte 
Einsatz von mehreren der immunologisch aktiven Proteine 
bevorzugt. Ganz besonders bevorzugt ist eine Kombination 
der Proteine p41, pC, pl7 und/oder plOO. Durch die Verwen- 
dung der erfindungsgemSB bevorzugten ELISA-Testkits kann 
auch eine Dif ferenzxerung ninsichtlich der Natur der Anti- 
korper erfolgen. Sollen beispxelsweise IgM-Antikorper nach- 
gewxesen werden kann der sogenannte ji-capture-assay ange- 
wendet werden, dabei werden gegen IgM-Antik8rper gerichtete 
AntikSrper an dxe feste Phase gebunden. Nach Inkubation der 
Testplatten mxt der zu untersuchenden Flussigkeit werden 
die in der Untersuchungsf liissigkeit vorhandenen IgM-Anti- 
korper an dxe feste Phase gebunden. Nach AbsSttigung unspe- 
zxriscner Bindungen kann dann exn immunologisch aktives 
Protein der vorliegenden Erfindung zugegeben werden. Dieses 
Antigen wird dann durch ein Anzeigemolekul nachgewiesen. 
Hierbei kann das Antigen biotinyliert sein, wobei an- 
schlieflend Avidin zugegeben wird, das kovalent gebundene 
Peroxydase aufweist. Die Peroxydase katalysxert dann eine 
Reaktion, die zur Farbbildung filhrt. 
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Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dafl solche mono- 
klonalen AntikSrper zu dem Komplex TrSger/anti-IgM-Anti- 
korper/nachzuweisender Antikdrper/erfindungsgemSfles Antigen 
gegeben werden, die spezifisch fflr das Antigen sind und 
biotinylxert sind. Die Biotinylierung ist beispielsweise in 
Monoklonale Antikorper (1985) Springer Verlag, J.H. Peters 
et al beschrieben. Der Nachweis des Komplexes erfolgt 
darin durch Zugabe von Avidin, an das ein eine Parbreaktion 
katalysierendes Enzym gekoppelt ist. 

Eine andere Ausfahrungsforra der vorliegenden Erfindung 
besteht darin, dafl der IgM-Nachweis durch indirekten ELISA 
geflihrt wird. Dabei werden die erf indungsgemSflen Antigene 
auf Mikrotiterplatten gebunden, mit der zu untersuchenden 
Piassxgkeit mkuoiert und nach Waschen erfolgt der Nachweis 
der Immunkomplexe mittels anti-p-Konjugat. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht in 
der Erzeugung von monoklonalen Antik6rpern, die gegen die 
immunologisch aktiven Proteine von Borrelia burgdorferi 
gerichtet sind. Die Herstellung derartiger monoklonaler 
Antik8rper ist in Beispiel 6 nSher erlautert. Verwendet 
werden konnen derartige monoklonale AntikSrper als Reagen- 
zien fUr den direkten Erregernachweis . Es konnen aber auch 
monoklonale AntikSrper an die feste Phase einer Mikrotiter- 
platte gekoppelt werden. Nach Zugabe der immunologisch 
aktxven Proteine (Antigene) werden diese durch AntikSrper- 
Antigen-Bindung an die Mikrotiterplatte fixiert. An- 
schlieflend wird die Untersuchungsf lfissigkeit (bei der es 
sich beispielsweise urn Serum Oder Liquor handeln kann) 
zugegeben. Die in der Untersuchungsf lussigkeit vorhandenen 
Antikorper bxnden sich dann an das Antigen und lassen sich 
mit Hilfe einer Anzeigekomponente nachweisen. 
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Dartlber hinaus lassen sich die monoklonalen AntikSrper sehr 
gut zur Reimgung der xmmunologisch aktiven Protexne (Anti- 
gene) verwenden. Vorteilhaft hierbei ist. da* die Reinigung 
besonders schonend 1st- Hierzu werden die monoklonalen 
AntxkBrper an eine feste Matrix gebunden. Vorzugsweise 
Ixegt diese feste Matrix m Form einer Saule vor. An- 
scnlieflend werden die partiell vorgereinigten Antigene bei 
physiologxschen Bedingungen mxt den an eine feste Matrix 
gekoppelten AntikSrpern versetzt. Nach Waschen des Matnx- 
Antikfirper-Antigen-Komplexes konnen die Antigene eluiert 
werden. Ublxcherweise werden hierzu hohe Saizkonzentratio- 
nen Oder Puffer mit einem solchen pH-Wert verwendet, der 
die Elution ermoglicnt. 

in einem weiteren Aspekt der vorlxegenden Erfindung werden 
DNA-Sequenzen zur Verfiigung gestellt, die der AminosSurese- 
quenz der immunologiscn aktiven Proteine ganz oder zum Teil 
entsprechen. Dxese DNA-Sequenzen konnen bevorzugt zum Nach- 
wexs von Borrelien-Stammen im Untersuchungsmaterial durch 
Hybridxsierung verwendet werden. Dazu wxrd ein Oligonukleo- 
tid hergestellt, das der DNA-Sequenz zum Teil entspricht. 
Dieses Oligonukleotid wird radioaktiv markiert. Anderer- 
sexts wxrd dxe DNA aus dem Untersuchungsmaterial an exnen 
geeigneten Filter, vorzugsweise Nitrocellulose gebunden und 
anschlxeflend mit dem radioaktxv markierten Oligonukleotxd 
hybridxsxert. Ebenso konnen dxe erf indungsgemSflen DNA- 
Sequenzen fUr dxe in-sxtu Hybridxsierung zum dxrekten Nach- 
wexs von B. burgdorferi xn infiziertem Gewebe verwendet 
werden. Anstelle der chemisch synthetisxerten Oligonukleo- 
tide konnen aucn entsprechende DNA-Fragmente in Bakterien 
vermehrt werden und anschlxeflend aus den Vektoren mit Hilfe 
von Restrxktionsendonukleasen ausgeschnitten werden. Nach 
isolxerung dxeser DNA-Fragmente k6nnen diese radioaktiv 
markiert werden und wie oben beschrieben zur Hybridisierung 
verwendet werden. 

. Ein weiterer Aspekt der vorlxegenden Erfindung besteht 
darin, dafl die erf indungsgemaQen immunologisch aktiven 
Proteine (Antigene) von Borrelia burgdorferi als Impfstoffe 
verwendet werden konnen. Dazu werden die erf indungsgemaflen 
Antigene m rexner Form dargestellt. AnschlieBend werden 
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sie einzeln Oder in Kombination rait oder ohne ein die 
Inunun-Antwort-stimmulierendes Agens der zu impfenden Person 
appliziert. Hierdurch wird die Bildung von AntikQrpern 
angeregt, die spezifisch gegen Borrelia burgdorferi -Sta'mme 
sind. 

Die. erfindungsgema-Ben Proteine, DNA-Sequenzen und monoklo- 
nalen Antik5rper konnen in verschiedenen Bereichen Verwen- 
dung finden. So konnen die erfindungsgemaflen Testkits auch 
Z um Nachweis von B. burgdorferi-Infektionen bei Tieren 
verwendet werden und die Proteine konnen auch zur Iropfung 
von Tieren, insbesondere von wertvollen Tieren, verwendet 
werden . 

Soweit die vorliegende Erfindung Proteine von Borrelia 
burgdorferi betrifft kann es sich auch urn Proteinfragmente 
handeln, die ledigiich eine Teiisequenz der vollstSndigen 
Ammosauresequenz aufweisen. Derartige Teilsequenzen weisen 
regelmSflig wenigstens 10 Aminosauren und bevorzugt wenig- 
stens 15 Aminosauren auf. 

Ublicherweise sind jedoch die Proteinfragmente grofler. So 
wurde beispielsweise bei dera Protein mit einem 
Molekulargewicht von etwa 41 kD festgestellt, dafi eine 
Deletion am N-Terminus des Proteins urn etwa 20 bis 25 
AminosSuren zu einem Protein fiihrt:, das eine erhShte 
Spezifitat aufweist. Grund dafiir kSnnte sein, daB ein 
sogenanntes "common epitop" deletiert wird und spezirische 
Epitope verbieiben. Die Verwendung von derartig deletierten 
Proteinen ist dabei besonders bevorzugt. 

im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden Proteine mit 
emem Molekulargewicnt von etwa 22 kD bzw. 100 kD besonders 
bevorzugt:. Diese Proteine konnen auch von anderen Borrelia 
burgdorferi Stanunen abstammen. 

Anhand der folgenden Tabellen, Abbildungen und Beispiele 
werden die bevorzugten Ausf uhrungsformen der vorliegenden 
Erfindung naher erlautert. 
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Beispiel 1: 

Beatimmung der inmunr •levant en und Genus-spezifiachen 
Borr e 1 ienpr o t e ine 

Es wurde nach spezifischen, haufig auftretenden Serum- 
Antikdrpern gesucht f die gegen bestimmte einzelne B. 
burgdorferi Antigene gerichtet sind, moglichst wenig 
Kreuzreaktivitat mit Proteinen verwandter Erreger zeigen und 
zusatzlich auch eine Korrelation mit den einzelnen Lyme- 
Borreliose-Krankheitsstadien zulassen. 

Die Suche nach haufig erkannten Antigenen erfolgte mittels 
Western Blot. Dazu wurde ein Bakterienextrakt von B. 
burgdorferi (Stamm PKo) (Preac-Mursic, v.; Wilske, B.; 
Schierz, G. (1986): European Borreliae burgdorferi isolated 
from humans and ticks - culture conditions and antibiotic 
susceptibility. Zbl. Bakt. Hyg. A 163, 112-118) nach 
Pelletieren, Resuspendieren in PBS/NaCl und 

Ultraschallbehandeln im SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch 
aufgetrennt (Laemmli, U.K. (1970): Cleavage of structural- 
proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4. 
Nature 227,680-685) 

Die Gele bestanden aus einem Sammelgel mit Taschen fur die 
Proben und einem Trenngel. Die Zusammensetzung der Trenngele 
war folgendermaflen: 15 % Acrylamid (Bio-Rad) , 0.026 % 
Diallyltartardiamid (DATD, Bio-Rad) pro Prozent Acrylamid, 
0.15 % SDS, 375 mH Tris-HCl pH 8.5, 0.14 mM 

Ammoniumperoxodisulphat (AMPER, Bio-Rad) und 0.035 % 
N,N,N« ,N»-Tetramethylethylendiamin (TEMED, Bio-Rad). AMPER und 
TEMED dienten dabei als Radikalstarter fur die Polymerisation. 
2-4 h nach Polymerisation wurde das Sammelgel (3.1 % 
Acrylamid, 0.08 % Diallyltartardiamid, 0.1 % SDS, 125 mM Tris- 
HCl pH 7.0, 3 mM AMPER und 0.05 % TEMED) uber das Trenngel 
gegossen und mit einem Teflonkamm versehen. Die Anoden- und 
Kathodenkammer wurde mit identischer Pufferldsung gefiillt: 
25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin und 0.1 % SDS, pH 8.5. 
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Es wurden jeweils 20 Ml Probe in Lysispuffer (3 % Saccharose, 
2 % SDS, 5 * /i-Mercaptoethanol, 20 nM Tris-HCl pH 7.0, 
Broinphenolblau; 5 min. bei 100'C •rhitst) pro Tasche 
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei Rauntemperatur uber 
Macht mit Jconstanter Stromstarke von 6mA fur Gele der Gr60e 
20x15cm durchgefuhrt. Anschlie0end wurden die Gele auf 
Nitrocellulose (NC) trans f err iert. 

Fur den Proteintransfer befand sich das Gel nit der 
anliegenden Nitrocellulose zvischen Whatnan 3MM Filterpapier, 
leitfahigem, 1 cn dicken Schaunstoff und zwei Kohleplatten, 
die uber Platinelektroden den Stron leiteten. Filterpapier, 
Schaunstoff und Nitrocellulose wurden gut nit Blot-Puffer 
(192 nM Glycin, 25 nM Tris-Base, 20 % Methanol, pH 8.5) 
getrankt. Der Transfer fand bei 2 nA/cn 2 fur 2 h statt. Freie 
Bindungsstellen auf der Nitrocellulose wurden fur 1 h bei 37' C 
nit Cohen-Puffer (1 »g/»l Ficoll 400, 1 mg/ml 
Polyvinylpyrrolidon, 16 ng/nl Rinderserunalbunin, 0.1 % NP 40, 
0.05 % Bacto-Gelatine in Natriunboratpuf fer pH 8.2); (Cohen 
G.H., Dietzschold, B., Ponce de Leon, M., Long, D. , Golub, 
E.,Varrichio, A., Pereira, L. and Eisenberg, R.J. : Localisation 
and synthesis of an antigenic determinant of Herpes simplex 
virus glycoprotein D that stimulates the production of 
neutralizing antibodies. J. Virol. 49 (1984) 4183-4187) 
abgesattigt. Der Blot wurde uber Nacht bei Raumtenperatur mit 
den Patientenseren (Verdunnung 1:100 in 154 mM NaCl und 10 mM 
Tris-HCl pH 7.5) unter Schutteln inkubiert. 

Nach der Seruminkubation wurde der Blot unter mit TTBS (50 mM 
Tris-HCl pH7.5, 500 mM NaCl, 0,01 % Tween 20) viernal fur je 
15 min gewaschen. Anschlie/?end wurde der Blot mit Peroxidase- 
gekoppeltem anti-human-Immunglobulin (DAKO, Hamburg, 
Verdunnung 1:1000 in 154mM NaCl und 10mM Tris-HCl, P H7.5) fur 
2 h bei Rauntemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit 
TTBS wurde der Blot mit 0.5 mg/nl Dianinobenzidin und 0.01 % 
Wasserstoffperoxid in 50 mM Tris-HCl pH 7.5 gefarbt. Die 
Farbung wurde anschlie^end mit IN Schwefelsaure gestoppt, der 
Blot mit Wasser saurefrei gewaschen und zwischen Filterpapier 
getrocknet . 
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Eine Auswahl der Reaktionsmuster verschiedener Seren mit den 
Western Blot Streifen 1st in den Abbildungen 1, 2a und b 

gezeigt. 

Als immundominant erwiesen sich dabei folgende Proteine : pl7 
(17kDa) , pC (22kDa) p41 (41kDa) und plOO (lOOkDa mit 
Gr6/3envariation in verschiedenen B.burgdorferi-Isolaten) . Bis 
auf p41 sind die biologischen Funktionen dieser Antigene 
unbekannt; p41 stellt das Flagellin Protein dar (Barbour, 
A.G.S., Hayes, S.F., Heiland, R.A., Schrumpf, M.E. and 
Tessier, S.L. : A Borrelia genus-specific monoclonal antibody 
binds to a flagellar epitope. Infect. Immun. 52 (1986) 549- 
554.). 

Auf Grund dieser Analysen, die mit einer grd£eren Anzahl von 
Patientenseren aus den verschiedenen Krankheitsstadien 
durchgefuhrt vurde, ergaben sich Anhaltspunkte, dafi mit einem 
einzigen Antigen nicht immer alle mit B. burgdorferi 
Infizierten erfajSt werden. Es zeigte sich, da0 vor allem bei 
Seren mit igM-Antikdrpem (frische Infektion) neben dem 
Flagellin (p41) noch ein Protein (pC) im 22 kD Bereich 
besonders haufig erkannt wird. Das gleichzeitige Auftreten 
beider Antikorper war jedoch nicht zwingend. Es konnten sowohl 
Seren, die nur Antikorper gegen p41 oder nur Antikorper gegen 
das pC-Protein besaflen, gefunden werden (Abb. 1 und 2a, 
Western Blots) . Bei der Neuroborreliose ist der Nachweis der 
intrathekal gebildeten Antikorper im Liquor von grower 
Bedeutung. IgG-Western Blots bei 12 Liquor-/Serum Paaren von 
Patienten mit einer lyraphozytaren Meningoradikulitis Bannwarth 
zeigten in alien Fallen eine lokale intrathekale Immunantwort 
gegen p41. Im Spatstadium wurden neben IgG-Antikdrpern gegen 
das Flagellin vor allem Antikorper gegen Proteine im 100 kD 
Bereich (plOO) und im 17 kD Bereich (pl7) gefunden, die in den 
Fruhstadien nicht oder nur selten nachweisbar waren. Somit 
sind Antikdrperreaktivitaten gegen die pl7- und plOO-Proteine 
gute Marker fur das Erreichen des Stadiums III (Abb. 2b, 
Western Blot) . 

Mit Hilfe dieser vier Antigene kann eine bessere 
Standardisierung der Teste erreicht werden. 
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Die Proteine p41, pC und pl7 zeigen zudem nur eine geringe 
Kreuzreaktivitat zu anderen Bakterienstamnen, das Protein plOO 
erwies sich als Genus-spezifisches Protein nit B. burgdorferi 
spezifischen Epitopen. Zusammenfassend sind in Tab. 2 
(Reaktivitat von Immunseren gegen verschiedene bakterielle 
Erreger mit Proteinen von B . burgdorferi ) die Kreuzeaktivitat 
von Seren gegen verschiedene verwandte Erreger mit 
B.burgdorferi-Antigenen nach Western Blot Analyse aufgefuhrt. 
Bei Versuchen, die vier Proteine (p41, pC, pl7, plOO) aus B. 
burgdorferi Extrakten zu reinigen, zeigte sich, da0 grofle 
Mengen an Ausgangsraaterial benotigt werden. Besondere 
Schvierigkeit bereitete die Reinigung von plOO, das im 
Gesamtextrakt unterreprasentiert ist. Da die Kultivierung 
aufwendig und teuer ist, mu0te nach gentechnologischen 
Moglichkeiten zur Herstellung dieser Antigene gesucht werden. 
Die Analyse von Patientenseren mittels Western Blot hat 
gezeigt, da/3 nit einer Kombination von gentechnologisch 
produzierten p41, pC, pl7 sowie plOO als Antigen eine nahezu 
vollstandige Erfassung aller positiven Seren erfolgen kann, 
und weiterhin eine Korrelation zum Krankheitsstadiuin gegeben 
ist. 

Beispiel 2: 

Gentechnologische Produktion von p41 (Plagellin) aus B. 
burgdorferi in Escherichia coli 

Der kodierende Bereich von p41 wurde mittels DNA- 
Amplifizierung durch eine "polymerase chain reaction" (PCR) 
aus einer B. burgdorferi (DSM-Nr. 5662 P/Ko2/85) Gesamt-DNA 
Preparation gewonnen. Die so erhaltene Sequenz wurde 
anschlie^end unter die Kontrolle von induzierbaren Promotoren 
gestellt und nach Transfektion in E.coli zur Expression 
gebracht (Maniatis, T.; Fritsch, E.F.; Sambrook, J. (1982) 
Molecular cloning. Cold Spring Harbor) . 

Hierfur wurden die B. burgdorferi Zellen 2 Wochen bei 37 *C in 
2 1 modifiziertem Barbour-Stoenner-Kelly-(BSK) Medium (Preac- 
Mursic, V.; Wilske, B.; Schierz, G. (1986): European Borreliae 
burgdorferi isolated from, humans and ticks - culture 
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conditions and antibiotic susceptibility. Zbl. Bakt. Hyg. A 
163, 112-118) kultiviert, bei 6000 rpm pelletiert, in TEN- 
Puffer (10 mM Tris-HCl pH 7,6; 1 mM EDTA; 10 mM NaCl) 
gewaschen und in 20 ml Lysozym Puffer (20 % Saccharose, 50 mM 
Tris-HCl pH 7,6, 50 mM EDTA, 5 mg/ml Lysozym) resuspendiert. 
Nach Inkubation fur 30 Min. bei 37-C wurden die durch die 
Einwirkung des Lysozyms auf die Zellwand entstehenden 
Protoplasten durch Zugabe von 1 ml 25 % SDS 
(Natriumdodecylsulfat) lysiert. Nach weiteren 10 min. wurden 
4 ml einer 5 M NaCl Losung hinzugegeben. Protein wurde durch 
Zugabe von einem gleichen Volumen TE-gesattigten (TE: 10 mM 
Tris/HCl, P H7,8 ,1 mM EDTA) Phenol denaturiert. Durch 
zentrifugation bei 4«C und 6500 rpm fur 5 min. erfolgte die 
separation der Phasen. Die obere DNA-haltige, wassrige Phase 
wurde mit einer Pipette mit weiter of fnung (zur Vermeidung von 
Scherkraften) vorsichtig in ein frisches Rohrchen uberfuhrt 
und anschlie^end nochmals mit demselben Volumen an 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (1:1:0,04) extrahiert. Nach 
der separation wurde wiederum die obere wassrige Phase 
vorsichtig in ein neues Rohrchen uberfuhrt und die DNA mit dem 
zweifachen Volumen Ethanol prazipitiert. Nach ca. 5 min. wird 
die als lange, fadige Gebilde ausgefallene DNA durch 
Aufwickeln an einem Glasstab entfemt und in eine 70 %ige 
Ethanollosung zum Waschen uberfuhrt. Die an dem Glasstab durch 
Adhasion gebundene DNA wurde anschlie/Jend 2 h bei 
Raumtemperatur gelagert, urn ein Abdampfen des Ethanols zu 
bewirken, und dann in 4 ml TEN-Puffer uberfuhrt. 
Je 1 Ml der so erhaltenen B. burgdorferi Gesamt-DNA wurde in 
funf 100/tl PCR Ansatzen amplifiziert. 

Als spezifische Primer fur die Polymerase katalysierte 
Amplication wurden Sequenzen gewahlt, die die Information 
fur den translationalen Start sowie das 3'-Ende von P 4l 
(Flagellin) enthielten. Es wurden hierfur die in Abb. 3 
gezeigten DNA-Sequenzen verwendet. Die beiden 

Oligodesoxynukleotide wurden auf einem Milligen/Biosearch DNA- 
Synthesizer 8700 in 1 M*ol Saulen synthetisiert, nach der 
Abspaltung mit Ammoniak durch Ethanol -Fal lung grob gereinigt 
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und in je 400 /il H 2 0 aufgenommen. Je 1 Ml dieser 
Oligodesoxynukleotid-Losung wurden pro PCR-Ansatz eingesetzt; 
die Puffer, Nukleotide und die Taq-Polymerase stammten aus 
einem Jcommerziell erhaltlichen Testkit (Cetus/Perkin-Elmer, 
Uberlingen) und wurden auch nach den Testbeschreibungen 
verwendet. Die Temperaturbedingungen fur die einzelnen Zyklen 
waren: 

2 min. Denaturierung bei 94 'C 
' 2 rain. Annealing bei 45 *C 

4 min. DNA-Synthese bei 73 *C 
50 Zyklen wurden durchgefuhrt. 

Die Ansatze aus den PCRs wurden anschlie^end vereinigt, und 
die DNA nach Zugabe von MaCl in einer Endkonzentration von 
0,2 M mit den 2,5 fachem an Ethanol bei -20 "C fur 5 h gefallt. 
Nach der Pelletierung und Waschen in 70 % Ethanol wurde die 
DNA in 200/il H 2 0 gelost und nach Zugabe entsprechender Puffer 
ait den Restriktionsenzymen 6am HI und Pst I (Boehringer 
Mannheim) nach den Angaben des Herstellers gespalten. 
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung in einem 1,5 % 
Agarosegel wurde das amplifizierte DNA Fragment (ca. 1000 bp) 
isoliert und in einen mit BamHI und PstI geschnittenen pUC8 
Vektor (Pharmacia) (Vieira, J.; Messing, J. (1982): The pUC 
plasmids, and Ml 3mp7 -derived system for insertion mutagenesis 
and sequencing with synthetic universal primers. Gene 19, 259- 
268) inseriert, wobei 0,25/xg des Vektors, 0,5/ig des p41 
Fragments und 2U T4 -DNA-Ligase mit Puffer nach Angabe des 
Herstellers (Boehringer Mannhein) eingesetzt wurden. 
Nach Transformation der ligierten DNA Fragmente in den E. coli 
Stamm JM 109 (Phamacia) (Yanisch-Perron, C. ; Vieira, J.; 
Messing, J. (1985) J Improved M13 phage cloning vectors and 
host strains: nucleotide sequences of the M13mpl8 and pUC19 
vectors. Gene 33, 103-119) und Ausplattieren auf Agar-Platten 
mit Ampicillin (50 nq/nl) und X-Gal (30 fig/ml) wurden wei^e 
Kolonien in 5 ml L-Broth Medium hochgezogen, und die 
isolierten Plasmide mittels Restriktionsenzym^Spaltung auf 
deren Inserts untersucht. 
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Das B. burgdorferi Flagellin-kodierehde DNA-Fragment sitzt 
damit hinter den induzierbaren lacUVS Promoter des Vektors in 
selben Leserahmen wie das von diesem Promoter gestartete 
lacZa-kodierende Transkript. Dadurch entsteht ein Flagellin, 
welches an seinem N-Terminus einige pUC8-kodierte Aminosauren 
enthalt. Dieser Bereich ist nachfolgend aufgefuhrt: 

ATG ACC ATG ATT ACG AAT TCC CGG GGA TCC ATC ATG ATT 
MET THR MET ILE THR ASN SER ARG GLY SER ILE MET ILE 

pUC8 P 41 

Von positiven E.coli Klonen (z. B. pUC8 lyl3),die Vektor mit 
DNA Insert in der erwarteten Lange (1000 bp) enthielten , wurden 
wiederum Flussigkulturen angelegt, und die Transkription von 
dem lac-Promotor des Plasmids durch 3-stundige Induktion mit 
1 mM IPTG bei 37 *C und Schutteln induziert. 1,5 ml dieser 
Kulturen wurden dann kurz pelletiert, die Bakterien mit 
"boiling mix" (3 % Saccharose, 2 % SDS, 5 % 0-Mercaptoethanol , 
20 mM Tris-HCl pH 7,0, 2% Bromphenolblau) bei 100-C fur 
10 aln. lysiert, und die Proteine mittels 17,5 % SDS-PAGE 
aufgetrennt. Nach Anfarben der Proteine durch Coomassie 
brilliant Blau zeigte sich bei den Zellen mit Plasmid-Insert 
eine neue, zusatzliche Bande bei ca. 41 kD, die der erwarteten 
Grd/Je des Flagellins entspricht. Eine spezifische Reaktion 
dieses rekombinanten Antigens mit einem Serum eines Lyme 
Borreliose Patienten sowie mit einem monoklonalen Antikorper 
gegen B. burgdorferi p41 Flagellin ist in dem in Abb. 4 
gezeigten immunoblot nachgewiesen. 

Ebenso wie pUC8 ist auch jedes andere induzierbare Plasraid, 
das ein Transkript in demselben Leserahmen startet, fur die 
Produktion von p41 geeignet. Durch Spaltung des P 41- 
kodierenden Bereichs am Translationsstart mit BspHI (TC ATG A) 
und PstI (am 3«-Ende) und Einsetzen des Fragments in die Ncol- 
Stelle (CC ATG G) und Pstl-Stelle eines sogenannten ATG- 
Vektors ist auch die Expression eines authentischen p41 
moglich, welches keinerlei Fremdaminosauren anfusioniert hat. 
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Fur die nachfolgend aufgezeigten . Verfahren wurde der Klon 
pUC81yl7 verwendet. 

Beispitl 3: 

Production von pC, OspA und plOO in B. coli aus 
B. burgdorferi Genbanken 

Zur Bereitstellung B. burgdorferi spezifischer DNA-Sequenzen 
wurde in E. coli eine chromosomale Gen-Bank angelegt. Mit 
Hilfe geeigneter Methoden vie Immunoscreening oder 
Hybridisierung nit ausgewahlten Oligonukleotiden konnten in 
dieser Gen-Bank E. coli Klone identifiziert verden, velche 
entsprechende B. burgdorferi spezifische DNA- Seguenzen 
enthielten. Nach Restriktions-Enzym-Analyse wurde erne 
Restriktions-Enzym Karte erstellt. Diese konnte verwendet 
werden, um die gesuchten DNA-Sequenzen gezielt in Expressions- 
Vektoren zu uberfuhren bzw deren Sequenzierung durchzufuhren. 
Dabei wurde in Einzelnen wie folgt vorgegangen: Z ur 
isolierung von B. burgdorferi (DSM-Nr. 5662) DNA (chromosomale 
DNA wie Plasmid DNA) wurden die Zellen wie unter Beispiel 2 
beschrieben kultiviert. Nach Zentrifugation bei 12000 Up* fur 
20 Minuten wurden die Zellen gewaschen und in SET Puffer (20 % 
Saccharose, 50 mM Tris-HCl pH 7,6; 50 mM EDTA) resuspendiert . 
Durch Zugabe von 15 mg/5 ml Lysozya fur 20 Minuten wurde die 
Zellwand partiell gespalten. Anschlie/?end wurden die 
protoplastierten Zellen durch Zugabe von SDS (n-Dodecylsulfat 
Natriumsalz) Endkonzentration 1 % lysiert. Nach 20 Minuten bei 
37 -C wurde Proteinase K (Endkonzentration 1 mg/ml) fur zweimal 
1 Stunde zugesetzt und die DNA enthaltende Losung auf 100 mM 
NaCl mit TEN-Puffer (10 mM Tris-HCl pH 7,6, 1 mM EDTA, 300 mM 
NaCl) eingestellt. Es erfolgten eine Phenol-Extraktion und 
zwei weitere Phenol/Chloroform/ iso-Amy la lkohol-Extraktionen 
(Phenol: Chloroform i. Verhaltnis 1:1; Chloroform: iso- 
Amylalkohol im Verhaltnis 24:1). Der so extrahierte uberstand 
wurde mit 2,5 vol. 95 \ Ethanol versetzt und bei -20'C die DNA 
prazipitiert. Durch Aufwickeln auf einen Glasstab konnte die 
fadig ausgefallene DNA gewonnen und in 70 % Ethanol gewaschen 
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werden. Nach kurzer Trocknung in Exsiccator wurde die DMA in 
TE-Puffer (10 mM Tris-HCl pH 7,6, I mM EDTA) der RNAse 
(20 nq/ml) enthielt aufgenommen. Die so praparierte DNA wurde 
fur die weiteren Schritte verwendet. 

B. burgdorferi DNA wurde mit dem Restriktionsenzym Sau 3 A 
(Boehringer Mannheim) nach den Angaben des Herstellers 
inkubiert. Durch die Wahl geeigneter Enzym-Verdunnungen bzw. 
Einwirkzeit des Enzyms auf DNA wurde eine partielle Spaltung 
derselben erreicht. So erhaltene partiell gespaltene DNA wurde 
mit, BaraH I-restringierter und durch Behandlung mit 
alkalischer Phosphatase dephosphorylierter Vektor DNA (pUC18 
oder andere geeignete Vektor DNA) ligiert. Dazu wurde T4 DNA- 
Ligase (Boehringer Mannheim) nach Angaben des Herstellers 
eingesetzt. Pro Transformations-Ansatz wurden 0,2 - 0,5 jig/pl 
Gesamt DNA eingesetzt. E. coli JM 109 (oder andere geeignete 
E. coli Stamme) wurden nach dem Protokoll von Hanahan 
(Hanahan, D. (1985) : Techniques of Transformation of 
Escherichia coli, S. 109-135. In: D.M. Glover (Hrsg.) DNA 
cloning, Vol.1. A practical approach. IRL Press, Oxford) bzw. 
nach Maniatis et.al. (Maniatis, T. (1982): Molecular cloning: 
a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, New York) mit der ligierten DNA transformiert. 
Rekombinante E.coli Klone wurden auf LB-Medium (10 g Trypton, 
Difco, 5 g Hefeextrakt, Difco, 5 g NaCl, Merck), welches 
100 ng/ml Ampicillin (oder ein anderes geeignetes 
Antibiotikum) enthielt, selektioniert und kultiviert. Das 
Koloniemuster wurde identisch auf LB-Platten ubertragen und 
Kolonieabdrucke auf Nitrocellulose erstellt. Die Zellen dieser 
Kolonieabdrucke wurden je nach angewandtem Screening Verfahren 
auf dem Filter unterschiedlich lysiert. Bei Verwendung von 
mono- bzw. polyklonalen Seren (Immunoscreening) zur Detektion 
B. burgdorferi spezifischer Genprodukte, die durch die 
einrekombinierte DNA, induziert werden, wurden die Zellen 
15 oin uber gesattigtem chloroform-Dampf lysiert. Nach 
Absattigung des so behandelten Filters mit einer Magermilch- 
Losung fur 2 Stunden wurden die Filter uber Nacht mit den 
verschiedenen Seren inkubiert, mehrmals mit TTBS-Puffer 
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gewaschen (s.o.) und fur 2 Stunden ait dem zweiten Peroxidase 
konjugierten Antikorper (Dako, Hamburg)- inkubiert. Erneutes 
waschen mit TTBS-Puffer diente zur Reduzierung unspezifisch 
gebundener Peroxidase konjugierter Antikorper. Durch 
enzymatische Umsetzung der Substrate Diaminobenzidin (Sigma- 
Chemie, Munchen) und H 2 0 2 in ein unlosliches braunes Pigment 
konnten positive, d.h. B. burgdorferi Antigen produzierende E. 
coli Klone erkannt werden. Die so erkannten positiven E.coli 
Klone wurden von der Ausgangs-Platte angeimpft und analysiert. 
Bei verwendung von spezifischen Oligonukleotiden zur 
Hybridisierung und dainit zur Detektion spezifischer B. 
burgdorferi Antigen Sequenzen (Screening durch Hybridisierung) 
wurden die Zellen auf dem Nitrocellulose Filter (Schleicher 4 
schuell) alkalisch lysiert (durch Benetzen der Filter fur 5 
Minuten mit 0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl) . Nach Neutral isierung 
(durch Benetzen der Filter fur 5 Minuten in 1,5 M NaCl 0,5 M 
Tris-HCl pH 8,0) wurden die Filter nit der denaturierten DNA 
nit 2X SSPE (20X SSPE; 3,6 M NaCl, 200 mM NaH 2 P0 4 , pH 7,4, 
20 mM EDTA, pH 7,4) benetzt und getrocknet. Durch Backen der 
Filter fur 2 Stunden bei 80«C wurde die DNA fixiert. Die so 
behandelten Filter wurden dann fur die Hybridisierung 
eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte unter Verwendung 
radioaktiver ( 32 P) bzw. nicht radioaktiver (z.B. Digoxigenin, 
Boehringer Mannheim) Nachweismethoden. Hierbei wurde nach 
bekannten (Maniatis, T. (1982): Molecular cloning: a 
laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, cold Spring 
Harbor) bzw. vom Hersteller (Boehringer Mannheim) empfohlenen 
Markierungsmethoden ( 32 P-Markierung mit 32 P-gamma-ATP und 
Kinasereaktion bzw Digoxygenin-Markierung mit Dig-ll-UTP und 
tenninaler Transferase-Reaktion) verfahren. Von positiven E. 
coli Klonen wurde eine Restriktions-Enzym-Analyse erstellt und 
mit dieser Information eine Expression der Antigen kodierenden 
DNA-Sequenzen in geeigneten Vektoren bzw. deren Sequenzierung 
dur chge f uhrt . 

Als Hybridisierungsproben wurden zu Beginn synthetische 
Oligodesoxynukleotide eingesetzt, deren Sequenz anhand 
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von plOO und pC Aminosauren-Sequenzen ausgewahlt wurden. 
Dabei vurde f olgenderma^en vorgegangen : 

Aus Lysaten von B. burgdorferi wurden die beiden Proteine 
durch Extraktion mit n-Octyl /9-D-Thioglucopyranosid partiell 
aufgereinigt und waiter durch SDS-Polyacrylamid-Gel- 
Elektrophorese aufgetrennt. Anschlie/3end wurden die Antigene 
durch Western Blotting auf eine Glasfibermatrix ubertragen und 
die entsprechenden Stucke mit den B. burgdorferi-Proteinen 
ausgeschnitten. plOO wurde dann N-terminal ansequenziert und 
die ersteh 22 Aminosauren des Aminoterminus bestimmt (Diese 
Methode des "micro-sequencing" ist beschrieben in: Eckerskom, 
C, Mewes, W., Goretzki, H. and Lottspeich, F.: A new 
siliconized fiber as support for protein-chemical analysis of 
electroblotted proteins. Eur. J. Biochem. 176 (1988) 509-519). 
Bei pC war eine direkte Ansequenzierung nicht moglich, da der 
N-Terminus einer Sequenzierung nicht direkt zuganglich ist, 
d.h. da^ hier eventuell eine Myristilierung oder ahnliche 
Modifikationen vorliegen. Deshalb wurde dieses Protein 
tryptisch gespalten, die Fragmente mittels HPLC' aufgetrennt 
und zwei davon dann ansequenziert. Aus den so gewonnenen 
Aminosaure-Abfolgen wurden dann die nachfolgend aufgefuhrten 
Oligodesoxynukleotid-Sequenzen abgeleitet. Da meist mehrere 
Codon-Moglichkeiten fur eine Aminosaure bestehen, mupten an 
den entsprechenden Stellen des Oligonukleotids auch die 
Basenvariationen berucksichtigt werden und wahrend der 
Synthese in aquimolaren Verhaltnissen eingebaut werden. 

plOO-pl - plOO - Aminosauren-Sequenz: 

Glu Leu Asp Lys Glu Lys Leu Lys Asp Phe Val Asn Leu Asp Leu 
Glu Phe Val Asn Thr 



plOO - oiigodesoxynukleotid-Sequenz, die in Klammern 
angegebenen und durch ";«• getrennten Basen wurden wahrend 
Synthese (auf Milligen/Biosearch 8700 DNA Synthesizer) in 
aquimolaren Verhaltnissen eingebaut: 
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GA(G; A) (C;T)T(G;T;A) GA(C;T) AA<G;A) GA(G;A) AA(G;A) 
(C;T)T(G;T;A) AA(G;A) GA(C;T) TT(C;T) GT(T;A) AA(C;T) 
(C;T)T(G;T;A) GA(C;T) (C;T)A(G;T;A) GA(G;A) TT(C;T) GT(T;A) 
AA(C;T) TA(C;T) A 

Die Oligodesoxynukleotid-Sequenz wurde als Sonde verwendet 
und mit den die B. burgdorferi DNA enthaltenden Klonen 
hybridisiert. Nach Subklonierung wurde ein Klon erhalten, 
der das Gen fUr P 100 enthSlt. Es wurde folgende kodierende 
DNA-Sequenz von P 100 (5'-Ende) des Stanunes PKo bei einer 
LSnge von 346 Basenpaaren ermittelt: 

5 i ATG AAA AAA ATG TTA CTA ATC TTT AGT TTT TTT CTT GTT 
TTT TTA AAT GGA TTT CCT CTT AAT GCA AGG GAA GTT GAT AAG GAA 
AAA TTA AAG GAC TTT GTT AAT ATG GAT CTT GAA TTT GTT AAT TAC 
AAG GGT CCT TAT GAT TCT ACA AAT ACA TAT GAA CAA ATA GTA GGT 
ATT GGG GAG TTT TTA GCA AGG CCG TTG ATC AAT TCC AAT AGT AAG 
TCA AGT TAT TAT GGT AAA TAT TTT GTT AAT AGA TTT ATT GAC GAT 
CAA GAT AAA AAA GCA AGT GTT GAT ATT TTT TCT ATT GGT AGT AAG 
TCA GAG CTT GAT AGT ATA TTA AAT CTA AGA AGA ATT C. . . 3' 



Nach vollstSndiger Klonierung wurde die folgende 
AnnnosSuresequenz ermittelt: 



• WO 91/09870 PCT/EP90/02282 



- 25a - 



AUG 

TECI 



Met Lys Lys Met Leu Leu lie Phe Ser Phe Phe Leu Val ^te) 
Asn Gly Phe Pro Leu Asn Ala Arg Glu Val Asp Lys Glu Lys Le 
Lys Asp Phe Val Asn Met Asp Leu Glu Phe Val Asn Tyr Lys Gly 
Pro Tyr Asp Ser Thr Asn Thr Tyr Glu Gin He Val Gly He Gly 
Glu Phe Leu Ala Arg Pro Leu He Asn Ser Asn Ser Asn Ser Ser 
Tyr Tyr Gly Lys Tyr Phe Val Asn Arg Phe He Asp Asp Gin Asp 
Lys Lys Ala Ser Val Asp He Phe Ser He Gly Ser Lys Ser Glu 
Leu Asp Ser He Leu Asn Leu Arg Arg He Leu Thr Gly Tyr Leu 
He Lys Ser Phe Asp Tyr Glu Arg Ser Ser Ala Glu Leu He Ala 
Lys Ala He Thr He Tyr Asn Ala Val Tyr Arg Gly Asp Leu Asp 
Tyr Tyr Lys Glu Phe Tyr He Glu Ala Ser Leu Lys Ser Leu Thr 
Lys Glu Asn Ala Gly Leu Ser Arg Val Tyr Ser Gin Trp Ala Gly 
Lys Thr Gin He Phe He Pro Leu Lys Lys Asn He Leu Ser Gly 
Asn Val Glu Ser Asp He Asp He Asp Ser Leu Val Thr Asp Lys 
Val Val Ala Ala Leu Leu Ser Glu Asn Glu Ser Gly Val Asn Phe 
Ala Arg Asp He Thr Asp He Gin Gly Glu Thr His Lys Ala Asp 
Gin Asp Lys He Asp He Glu Leu Asp Asn Phe His Glu Ser Asp 
Ser Asn He Thr Glu Thr He Glu Asn Leu Arg Asp Gin Leu Glu 
Lys Ala Thr Asp Glu Glu His Lys Lys Glu He Glu Ser Gin Val 
Asp Ala Lys Lys Lys Gin Lys Glu Glu Leu Asp Lys Lys Ala He 
Asp Leu Asp Lys Ala Gin Gin Lys Leu Asp Phe Ala Glu Asp Asn 
Leu Asp He Gin Arg Asp Thr Val Arg Glu Lys Leu Gin Glu Asn 
He Asn Glu Thr Asn Lys Glu Lys Asn Leu Pro Lys Pro Gly Asp 
Val Ser Ser Pro Lys Val Asp Lys Gin Leu Gin He Lys Glu Ser 
Leu Glu Asp Leu Gin Glu Gin Leu Lys Glu Ala Ser Asp Glu Asn 
Gin Lys Arg Glu He Glu Lys Gin He Glu He Lys Lys Asn Asp 
Glu Glu Leu Phe Lys Asn Lys Asp His Lys Ala Leu Asp Leu Lys 
Gin Glu Leu Asn Ser Lys Ala Ser Ser Lys Glu Lys He Glu Gly 
Glu Glu Glu Asp Lys Glu Leu Asp Ser Lys Lys Asn Leu Glu Pro 
Val Ser Glu Ala Asp Lys Val Asp Lys He Ser Lys Ser Asn Asn 
Asn Glu Val Ser Lys Leu Ser Pro Leu Asp Glu Pro Ser Tyr Ser 
Asp He Asp Ser Lys Glu Gly Val Asp Asn Lys Asp Val Asp Leu 
Gin Lys Thr Lys Pro Gin Val Glu Ser Gin Pro Thr Ser Leu Asn 
Glu Asp Leu He Asp Val Ser He Asp Ser Ser Asn Pro Val Phe 
Leu Glu Val He Asp Pro He Thr Asn Leu Gly Thr Leu Gin Leu 
He Asp Leu Asn Thr Gly Val Arg Leu Lys Glu ser Ala Gin Gin 
Gly He Gin Arg Tyr Gly He Tyr Glu Arg Glu Lys Asp Leu Val 
Val He Lys He Asp Ser Gly Lys Ala Lys Leu Gin He Leu Asp 
Lys Leu Glu Asn Leu Lys Val He Ser Glu Ser Asn Phe Glu He 
Asn Lys Asn Ser Ser Leu Tyr Val Asp Ser Arg Met He Leu Val 
Val Val Lys Asp Asp Ser Asn Ala Trp Arg Leu Ala Lys Phe Ser 
Pro Lys Asn Leu Asp Glu Phe He Leu Ser Glu Asn Lys He Leu 
Pro Phe Thr Ser Phe Ala Val Arg Lys Asn Phe He Tyr Leu Gin 
Asp Glu Leu Lys Ser Leu Val Thr Leu Asp Val Asn Thr Leu Lys 
Lys Val Lys 



Aminosauresequenz des plOO Proteins 
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In analoger Weise wurden Uber die pC-Aminosauresequenzen: 
pi: Lys He Thr Asp Ser Asn Ala Thr Val Leu Ala Val Lys 
P 2: Asp Leu Phe Glu Ser Val Glu Gly Leu Leu Lys 

die entsprechenden Oligodesoxynukleotid-Sequenzen syntheti- 
siert : 

pC-pl-Oligodesoxynukleotid-Sequenz: 

AA(G;A) AT(T;A) AC(A;T) GA(T;C) (A;T)C(A;T) AA(T;C) GC(A;T) 
AC(A;T) GT(A;T) (T;C)T(G;A;T) GC(A;T) GT(A;T) AA(A;G) A 

pC-p 2-01 igodesoxynuk leot id-Sequenz : 

GA(T;C) (C;T)T(G;A;T) TT(T;C) GA(G; A) (T;A)C(A;T) GT(A;T) 
GA(G;A) GG(A;T;C) (T;C)T(G;A;T) (T;C)T(G;A,-T) AA(A;G) A 

Nach dem Auffinden von geeigneten Klonen durch Hybridisie- 
rung und Subklonierung des gewiinschten Gens konnte folgende 
kodierende DNA-Sequenz von pC des Stammes PKo bei einer 
LMnge von 639 Basenpaaren ermittelt werden: 

5' ATG AAA AAG AAT ACA TTA AGT GCG ATA TTA ATG ACT TTA 
TTT TTA TTT ATA TCT TGT AAT AAT TCA GGG AAG GTG GGG ATT CTG 
CAT CTA CTA ATC CTG CTG ACG AGT CTT GCG AAA GGG CCT AAT CTT 
ACA GAA ATA AGC AAA AAA ATT ACA GAT TCT AAT GCA TTT GTA CTT 
GCT GTT AAA GAA GTT GAG ACT TTG GTT TTA TCT ATA GAT GAA CTT 
GCT AAG AAA GCT ATT GGT CAA AAA ATA GAC AAT AAT AAT GGT TTA 
GCT GCT TTA AAT AAT CAG AAT GGA TCG TTG TTA GCA GGA GCC TAT 
GCA ATA TCA ACC CTA ATA ACA GAA AAA TTG AGT AAA TTG AAA AAT 
TTA GAA GAA TTA AAG ACA GAA. ATT GCA AAG GCT AAG AAA TGT TCC 
GAA GAA TTT ACT AAT AAA CTA AAA AGT GGT CAT GCA GAT CTT GGC 
AAA CAG GAT GCT ACC GAT GAT CAT GCA AAA GCA GCT ATT TTA AAA 
ACA CAT GCA ACT ACC GAT AAA GGT GCT AAA GAA TTT AAA GAT TTA 
TTT GAA TCA GTA GAA GGT TTG TTA AAA GCA GCT CAA GTA GCA CTA 
ACT AAT TCA GTT AAA GAA CTT ACA AGT CCT GTT GTA GCA GAA AGT 
CCA AAA AAA CCT TAA 3' 
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Das Protein pC weisc bei einer LSnge von 212 AminosSuren 



Met Lys Lys Asn Thr Leu Thr Ala He Leu Met Thr Leu Phe Leu 

Phe He Ser Cys Asn Asn Ser Gly Lys Val Gly He Leu Thr Ser 

Thr Asn Pro Ala Asp Glu Ser Ala Lys Gly Pro Asn Leu Thr Glu 

He Ser Lys Lys He Thr Asp Ser Asn Ala Phe Val Leu Ala Val 

Lys Glu Val Glu Thr Leu Val Leu Ser He Asp Glu Leu Ala Lys 

Lys Ala He Gly Gin Lys He Asp Asn Asn Asn Gly Leu Ala Ala 

Leu Asn Asn Gin Asn Gly Ser Leu Leu Ala Gly Ala Tyr Ala He 

Ser Thr Leu He Thr Glu Lys Leu Ser Lys Leu Lys Asn Leu Glu 

Glu Leu Lys Thr Glu He Ala Lys Ala Lys Lys Cys Ser Glu Glu 

Phe Thr Asn Lys Leu Lys Ser Gly His Ala Asp Leu Gly Lys Gin 

Asp Ala Thr Asp Asp His Ala Lys Ala Ala He Leu Lys Thr His 

Ala Thr Thr Asp Lys Gly Ala Lys Glu Phe Lys Asp Leu Phe Glu 

Ser Val Glu Gly Leu Leu Lys Ala Ala Gin Val Ala Leu Thr Asn 

Ser Val Lys Glu Leu Thr Ser Pro Val Val Ala Glu Ser Pro Lys 



In entsprechender Weise wurde auch ein Teil der kodierenden 
DNA-Sequenz von OspA (5'-Ende) des Stammes PKo bei emer 
Lange von 680 Basenpaare erraittelt: 

5' ATG AAA AAA TAT TTA TTG GGA ATA GGT CTA ATA TTA GCC 
TTA ATA GCA TGC AAG CAA AAT GTT AGC AGC CTT GAT GAA AAA AAC 
AGC GCT TCA GTA GAT TTG OCT GGT GAG ATG AAA GTT CTT GTA AGT 
AAA GAA AAA GAC AAA GAC GGT AAG TAC AGT CTA AAG GCA ACA GTA 
GAC AAG ATT GAG CTA AAA GGA ACT TCT GAT AAA GAC AAT GGT TCT 
GGG GTG CTT GAA GGT ACA AAA GAT GAC AAA AGT AAA GCA AAA TTA 
ACA ATT GCT GAC GAT CTA AGT AAA ACC ACA TTC GAA CTT TTC AAA 
GAA GAT GGC AAA ACA TTA GTG TCA AGA AAA GTA AGT TCT AAA GAC 
AAA ACA TCA ACA GAT GAA ATG TTC AAT GAA AAA GGT GAA TTG TCT 
GCA AAA ACC ATG ACA AGA GAA AAT GGA ACC AAA CTT GAA TAT ACA 
GAA ATG AAA AGC GAT GGA ACC GGA AAA GCT AAA GAA GTT TTA AAA 
AAC TTT ACT CTT GAA GGA AAA GTA GCT AAT GAT AAA GTA ACA TTG 
GAA GTA AAA GAA GGA ACC GTT ACT TTA AGT AAG GAA ATT GCA AAA 
TCT GGA GAA GTA ACA GTT GCT CTT AAT GAC ACT AAC ACT ACT CAG 
GCT ACT AAA AAA ACT GGC GCA TGG GAT TCA AAA ACT TCT ACT TTA 
ACA ATT AGT GT . . . 3 ' 




auf : 



Lys 



Pro 



Aminosauresequenz des PC Proteins - 22kD - 
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Nach vollstSndiger Sequenzierung konnte die folgende 
Aminosauresequenz fur das 31 kD Protein ermxttelt werden: 



Met 


Lys 


Lys 


Tyr 


Leu 


Ala 


Cys 


Lys 


UJ.I1 


A 

ash 


Ser 


Val 


Asp 


Leu 


Pro 


Lys 


Asp 


Lys 


Asp 


Giy 


lie 


Glu 


Leu 


Lys 


vrxy 


T 

Leu 


G1U 


Gxy 


inr 




Ala 


Asp 


Asp 


Leu 


Ser 


Gly 


Lys 


Thr 


Leu 


Val 


Ser 


Thr 


Asp 


Glu 


Met 


Thr 


Met 


Thr 


Arg 


Glu 


Lys 


Ser 


Asp 


Gly 


Thr 


Thr 


Leu 


Glu 


Gly 


Lys 


Lys 


Glu 


Gly 


Thr 


Val 


Glu 


Val 


Thr 


Val 


Ala 


Lys 


Lys 


Thr 


Gly 


Ala 


Ser 


Val 


Asn 


Ser 


Lys 


Asp 


Thr 


lie 


Thr 


Val 


Glu 


Gly 


Thr 


Ala 


Val 


Ala 


Leu 


Lys 







Leu 


He 


Leu 


Ala 


Leu 


lie 


Asp 


Glu 


Lys 


Asn 


Ser 


Ala 


Val 


Leu 


Val 


Ser 


Lys 


Glu 


Lys 


Ala 


Thr 


Val 


Asp 


Lys 


<• 

Asp 


Asn 


Gly 


Ser 


Gly 


Val 


Lys 


Ala 


Lys 


Leu 


Thr 


lie 


Glu 


Leu 


Phe 


Lys 


Glu 


Asp 


Ser 


Ser 


Lys 


Asp 


Lys 


Thr 


Gly 


Glu 


Leu 


Ser 


Ala 


Lys 


Leu 


Glu 


Tyr 


Thr 


Glu 


Met 


Glu 


Val 


Leu 


Lys 


Asn 


Phe 


Lys 


Val 


Thr 


Leu 


Glu 


Val 


Glu 


He 


Ala 


Lys 


Ser 


Gly 


Asn 


Thr 


Thr 


Gin 


Ala 


Thr 


Thr 


Ser 


Thr 


Leu 


Thr 


He 


Leu 


Val 


Phe 


Thr 


Lys 


Gin 


Ser 


Ala 


Gly 


Thr 


Asn 


Leu 


Leu 


Asp 


Glu 


Leu 


Lys 


Asn 



Aminosauresequenz von OspA (Stamm Pko) 



Beispiel 4: 

Reinigung der rekombinant produzierten B. burgdorferi Anti- 
gene 

a) am Beispiel des p41 (Flagellin) 
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Eine 50 ml tibernachtkultur des in 'Beispiel 2 beschriebenen 
Klons pUC8ly2 wurde in 1,5 ml frisches L-Broth Medium gegeben 
und bei 37*C und intensiven Schutteln inkubiert. Bei Erreichen 
einer optischeh Dichte von 0,7 wurde die Kultur mit IPTG in 
einer Endkonzentration von 1 mM induziert und fur weitere 3 h 
inkubiert. Die Bakterien wurden pelletiert (6000 rpm, 
10 min,), i n 300 ml 20 ■ H Tris-HCl pH 8,0, 50 mM EDTA, 
0,5 mg/ml Lysozym resuspendiert und fur 45 min.- in ein 37 *C 
Wasserbad gegeben. Nach der Zugabe von NaCl in einer 
Endkonzentration von 150 mM und Triton-X-100 in einer 
Endkonzentration von 1 * wurde weiter fur 45 min. bei 37 *C 
inkubiert, und die Suspension anschlieflend dreimal fur je 
5 min. mit Ultraschall behandelt. Unlosliche Bestandteile 
wurden bei 9000 rpm in 30 min. pelletiert, in 20 mM Tris-HCl 
pH 8,0, 10 mM Dithiothreitol und 1 % Octyl-gluco-pyranosid 
( Sigma -Chemie, Munchen) resuspendiert und fur 1 h bei 
Rauratemperatur geruhrt. Nach der anschliependen Pelletierung 
unldslicher Bestandteile bei 17000 rpm in 30 min. wurde der 
Oberstand vorsichtig dekantiert. 

AnschliejSend wurde das Pellet in 150 ml 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 
8 M Harnstoff, 1 % 0-Mercaptoethanol durch Ruhren fur 2h 
resuspendiert. Auch hier unlosliche Bestandteile wurden erneut 
durch Zentrifugation bei 17000 rpm in 30 min. abgetrennt, und 
der Oberstand auf eine DEAE-Sephacel-Saule (Pharmacia, 
Freiburg) mit einem Gel volume n von 550ml (3cm Durchmesser, 
80cra Hohe) gepumpt. Die Elution des p41 Antigens erfolgte in 
einem NaCl-Gradienten von 0-800 mM in einem Gesamtvolumen von 
600 ml. Das rekombinante p41 wird bei einer NaCl-Konzentration 
von etwa 0,25 M eluiert. Die entsprechenden Fraktionen wurden 
vereinigt und weiter durch eine HPLC mit einer Mono Q Saule 
(Anionenaustauscher) aufgereinigt (Abb. 4). Ein Elutionsprofil 
mit dem gereinigten p41 in einem NaCl -Gradient en von 0-800 mM 
ist in Abb. 5 gezeigt. Die hier p41-positiven Fraktionen (nach 
Western Blot Analyse) wurden gegen 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 
10 mM MgCl 2 und 0,1 * 0-Mercaptoethanol dialysiert und 
anschlieflend fur die in Beispiel 5 gezeigten Teste verwendet. 
Aus einer Reinigung von p41 ausgehend von 11 Bakterienkultur 
kann typischerweise eine Ausbeute von 5 bis lOmg erwartet 
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Nach Sequenzierung konnte die folgende AminosSuresequenz ermittelt 
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Met 


Arg 


Gly 


Asn 


Ala 


Ser 


Thr 


Gin 
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Asp 


Asp 


Ala 


He 
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He 


Val 
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Val 
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Met 
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Aminosauresequenz des p41 Proteins 
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b) Reinigung von rekombinantem Borrelia burgdorferi Antigen 
pC aus E.coli 



Ein Klon, der das Gen fur das Antigen pC enthalt, ( P DS1PC5) 
wird in 100ml L-Broth (mit 50 jig Ampicillin/ral) angeimpft, 
liber Nacht wachsen gelassen und dann in 900ml L-Broth/Ampi- 
cillin - doppelt konzentnerter Hefeextrakt/2ml Glycerin - 
Uberftthrt, nach ca. In mit 2roM IPTG induziert und 2 - 3h 
weiter geschuttelt. 

Nach Abzentnfugieren bei 8000 Upm fUr 10 min. wird das 
Pellet in 20mi Lyse-Puffer (50roM Tris-HCl, pH 7,5, 2raM 
EDTA, O.lmM DTE, O.lmM PMSF; 0.4 mg/ml Lysozym) resuspen- 
diert. Nach 30 min. Riihren bei Raumtemperatur erfolgt Zuga- 
be von Triton-X 100 (Endkonzentration 0.1 - 0.2 %). Zusatz- 
lich werden 10 pi Benzonase (Merck) zugegeben. Es wird 
weitere 30 min. bei Raumtemperatur geriihrt. Die jetzt klare 
Suspension wird mit festem NaCl auf 1M NaCl eingestellt und 
weitere 30 min. - 60 min. gerUhrt (bei 4°C). 

Nach Zentrifugation bei 4«C, 30 mxn. , 15.000 Upm befindet 
sicn das pC-Protein quantitativ im Uberstand. Das Pellet 
wxrd verworfen. Der Uberstand wird gegen lOmM Tris-HCl, pH 
8.0 bei mehrmaligem Purferwechsel dialysiert. Nach Zentri- 
fugation und/oder Filtration wird auf DEAE-Sepharose (Phar- 
macia) aufgetragen, wobei die Saule mit lOmM Tris-HCl, pH 
8.0 equilibriert wird. Bei Elution mit 0 M NaCl befindet 
sich das pC-Protein im 2. Peak des Durchlaufs. Die ersten 
Fraktionen kQnnen verworfen werden, der Rest wird gesammelt 
und rechroroatographiert. Die TrennsSule wird mit 1 M NaCl 
regeneriert und in lOmM Tris-HCl pH 8.0 equilibriert. Das 
so erhaltene Antigen kann nun in einem geeigneten Testkit 
bspw. einem EL ISA verwendet werden. 
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c) Reinigung von rekombinantem Borrelia burgdorferi Antigen 
OspA aus E.coli 

Ein Klon, der das Gen far das Antigen OspA enthSlt 
(pDSlOspA) wird in 100ml L-Broth (mit 50 fxg Ampicillxn/ml) 
angeimpft und iiber Nacht arigezogen. Die Kulturbriihe wird in 
900ml L-Broth/Ampicillin - doppelt konzentrierter Hefe- 
extrakt/2ml Glycerin - Uberflihrt, nach ca. lh mit 2mM IPTG 
induziert und 2 - 3h weiter geschUttelt . 



Die Zellen werden bei 6000Upm, 5mxn. abzentrifugiert und 
das Pellet in 20ml Lyse-Puffer (50mM Tris-HCl, P H 7,5, 2mM 
EDTA, 0,lmM DTE, 0,lmM PMSP; 0,4mg/ml Lysozym) resuspen- 
diert. Nach 30min. RUhren bei Raumtemperatur erfolgt Zugabe 
von Triton-X 100 (Endkonzentration 0,5 - 1 %>• Zusatzlxch 
werden 10 /il Benzonase (MERCK) zugegeben. Darauf wird wex- 
tere 30min. bei Raumtemperatur geriihrt. 

Die jetzt klare Suspension wird mit festem NaCl auf 1M NaCl 
eingestellt und weiter geriihrt (bei 4'C) . Nach Zentrif uga- 
tion bei 4«C ftir 30min. und 15.0000pm befindet sich OspA 
beinahe quantitativ im Pellet. Der ilberstand wird verworfen 
and das Pellet xn 2M Harnstoff (mit 50mM Tris-HCl, P H 7,5, 
2mM EDTA, 0,lmM DTE) resuspendiert . OspA ist nun ira Uber- 
stand. 

Der Uberstand wird im Dialyse-Schlauch gegen 5mM MES {2-£v- 
Morpholino/ethan-sulfonsMure) Puffer, P H 6.0 dialysiert, 
wobei ein mehrmaliger Puf ferwechsel unbedingt erforderlich 
ist. Nach Zentrifugation und Filtratibn wird das Protexn 
auf S-Sepharose fast flow (Pharmacia) Saule aufgetragen. 
Zuerst wxrd mit 0 M NaCl gewaschen, dann mit einem Gradxen- 
ten von 0 bis 1 M NaCl eluiert. Das OspA-Antigen eluxert 
als scharfer Peak bei etwa 0,4 M NaCl. Nach Dialyse gegen 
10 mM-Tris-HCl P H 7,5 kann das OspA Antigen in einem geexg- 
neten Testkit, bspw. einem ELISA verwendet werden. 
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Beispiel S: 

Einsats recombinant produzierter B. burgdorferi Antigen* 
(Beispiel p41) in ELI8X 

Bedingt durch die hohe Reinheit der produzierten rekombinanten 
Antigene sind B. burgdorferi spezifische Teste moglich, die 
maschinenlesbar und ohne gro/Jen technischen und personellen 
Aufwand durchfuhrbar sind. 

Mikrotiterplatten wurden ait je 50/*l des gereinigten p41 
(Konzentration 0,5 - 5 /ig/ml ) pro Napf beschichtet. Die 
Platten wurden nach Standardmethoden bei 4'C uber Nacht 
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inkubiert, gewaschen und die nodh freien Bindungsstellen 
2 tiger Rinderserum-Albumin-Ldsung abgesattigt. Anschlie0end 
wurden jeweils 50 fil Serum (Verdunnung 1:200) dazupipettiert, 
fur 2 h bei 37 *C inkubiert, ungebundene Teile abgewaschen und 
die gebundenen Immunkomplexe nit je 50 nl Peroxidase- 
markiertem anti-human IgG (Verdunnung 1:1000) detektiert. Nach 
abermaligen Waschen wurden die Napfe mit je 100 nl ortho- 
Phenylendiamin (Konzentration 0,1 % in 0,1 M Phosphatpuffer 
pH 6,0 mit 0,03 * H 2 0 2 ) als Farbereagens beschickt und die im 
Dunkeln durchgefiihrte Farbung nach 10 min. mit 100 /il IN 
Schwefelsaure gestoppt. Die Mikrotiterplatte wurde in einem 
Photometer bei 486 run ausgewertet (Abb. 6) . 

In dem hier gezeigten Beispiel wurden 7 positive und 8 
negative anti-B. burgdorferi Seren ausgetestet. Von den 
klinisch gesicherten Lyme-positiven Seren waren drei, die auf 
Western Blot Streifen mit B. burgdorferi als Antigen keine 
Reaktion mit p41 zeigten, d.h. Seren aus dem Fruhstadium der 
Infektion darstellten. Diese reagierten im ELISA mit dem 
rekombinanten Antigen ebenfalls nur grenzwertig. Normal p41- 
positive Seren dagegen reagierten sehr gut, wahrend Lyme- 
negative Seren im Bereich von unter einer OD = 0,3 blieben. 

Beispiel 6: 

Herstellung B. burgdorferi spezifischer monoklonaler 
Antikorper 

Weibliche Balb/c Mause wurden mit B. burgdorferi (DSM-Nr. 
5662) intraperitonal immunisiert. Die 1. Immunisierung 
erfolgte mit kompletten Freund'schen Adjuvans, 2-5 weitere 
Immunisierungen mit inkomplettem Freund'schen Adjuvans folgten 
im Abstand von 2 Wochen. 2 Wochen spater wurde das Antigen 
ohne Adjuvans appliziert und 3 Tage spater die Mause getotet 
und die Milz entfernt. 

Die Milz-Lymphozyten wurden mit Maus-Myelom-Zellen (Ag8-653) 
im Verhaltnis 1:1 gemischt, sedimentiert und mit Fusionslosung 
(2,5 g Polyethylenglykol (PEG), 2,5 ml RPMI-Medium, 250 /il 
DMSO) versetzt: 1 min. Zugabe der Fusionslosung, 90 sek. 
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Inkubation bei 37 *C. Die Zellen wurden emeut sedimentiert, 
das PEG entfernt und Kulturmedium (HAT-Medium) hinzugegeben. 
Schlie/Jlich wurde die Zellsuspension in Mikrotiterplatten, die 
Makrophagen als Feederzellen enthielten, ausgesat und 
bebrutet. Hybridoma-uberstande- wurden unverdunnt im indirekten 
Immunfluorezenz (IFT) getestet (Wilske, B. ; Schierz, G. ; 
Preac-Mursic, V.; Weber, K; Pfister, H.-W. ; Einhaupl, K. 
(1984): Serological diagnosis of Erythema migrans disease and 
related disorders. Infection, 12, 331-337). 

IFT-positive Zelluberstande wurden mittels Western Blot 
analysiert. Im Western Blot reaktive Hybridomas wurden 4 mal 
mittels "limiting dilution" subkloniert und bezuglich ihrer 
Immunglobulin-Klasse und IgG-Subklasse identifiziert. 

Auf diese Weise wurden folgende monoklonale Antikorper (MAB) 
erhalten: 

1. MAB gegen p41: 

(a) L41 1C11 

Dieser Antikorper war mit alien 30 getesteten B. 
burgdorferi Stammen und mit Riickfallfieber Borrelien 
(auper B. hermsii) , nicht jedoch mit Treponemeh 
reaktiv. 

(b) L41 1D3 

Dieser Antikorper war mit der Mehrzahl (21 von 24) 
der B. burgdorferi Stamme, nicht jedoch mit 
Riickfallfieber Borrelien und Treponemen reaktiv. 

2. MAB gegen plOO (L100 1D4) : 

Dieser Antikorper war mit alien 30 getesteten B. 
burgdorferi Stammen, nicht jedoch mit Riickfallfieber 
Borrelien Oder Treponemen reaktiv. 

3. MAB gegen pC (L22 1F8) : 

Dieser MAB war mit pC-Proteinen von Haut- und 
Liquorstammen reaktiv, dagegen waren die pC-Proteine 
einiger, aber nicht aller Zeckenstamme negativ. 

4. MAB gegen OspA: 

OspA ist ein Hauptprotein (30 kD-Bereich) der au£eren 
Membran der meisten B. burgdorferi Stamme. OspA Proteine 
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europSischer B. burgdorferi StSmme Bind antigenetisch 
heterogen und unterscheiden sich antigenetisch von den 
amerikanischen Stammen. Die wenigen OspA-negativen StSmme 
haben pC-Proteine. 

(a) L 32 2E7 

Insgesamt waren 29 von 32 Stammen reaktiv. Die negativen 
Sta-mme wiesen kein OspA-Protein auf . Die 3 negativen Stamme 
waren mit dem pC-spezif ischen MAB L22 1F8 reaktiv. 

(b) L32 1G3: 

Dieser MAB war nur bei 3 von 25 getesteten Stammen reaktiv. 

Die Kombination von MAB L32 2E7 und MAB L22 1F8 sowie die 
Reaktion mit MAB L100 1D4 erlaubt die Identif izierung von 
B. burgdorferi Borrelien und Treponemen. Eine sichere Iden- 
tif izierung und Differenzierung von B. burgdorferi war mit 
bisher verfflgbaren monoklonalen Antikorpern nicht moglich. 

Beispiel 7: 

Ermittlung der AminoaSuresequenz eines Proteins mit einem 
Molekulargewicht von etwa 22kD aus einem anderen Stamm 

GemSB dem in den vorstehenden Beispielen beschriebenen 
Methoden wurde die Aminosa'uresequenz eines Proteins mit 
einem Molekulargewicht von etwa 22 kD ermittelt. Dieses 
Protein wurde aus einem anderen Borrelien-Stamm kloniert 
und anschlieflend sequenziert. Dieser Stamm wurde bei der 
ATCC unter der Nuromer 35210 hinterlegt und ist allgemein 
zuga'nglich. Dabei wurde folgende AminosSuresequenz 
ermittelt: 
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Beispiel 8: 

Vergleich von Testkits mit erfindungsgemSBen Proteinen 
gegendber solchen, bei denen ein Ultrasonikat verwendet 



Es wurden 74 Seren von Patienten mit Erythema migrans auf 
IgM- und IgG-Antik8rper getestet. ZusStzlich wurde eine 
negative Kontroligruppe von 100 Blutspendern uberpriift. Bei 
den Tests wurden gemSB an sich bekannten ELISA-Testdurch- 
fflhrungsmethoden einmal Ultrasonikatpraparationen von 
Borrelia burgdorferi eingesetzt. Andererseits wurden er- 
findungsgemSB hergestellte rekombinante Proteine getrennt 
und gemeinsam eingesetzt. Die nachfolgenden Tabellen zeigen 
eindeutig, daB durch das erfindungsgemafle Verfahren eine 
betrSchtlich hShere Sensitivitat erreicht werden kann im 
Vergleich zu dem Einsatz von Ultrasonikat. 



Aminosauresequenz von PC Protein 



wurde 
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NACHWEIS von IgM-Antikdrpern 
ELISA/Antigen 
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Erythema migrans 
(n=74) 



Ultrasonikat 



20 27.0% 



p41 (recomb.) 

OspA(rekomb.) 

pC(rekomb.) 



22 29.7% 
7 9.4% 
26 35.1% 



p41 und/oder pC 

p41 und/oder pC und/oder 
OspA ' 



34 45.9% 
34 45.9% 



NACHWEIS von IgG-Antikorpern 



ELISA/Antigen 



Erythema migrans 
(n=74) 



Ultrasonikat 



p41 (recomb.) 
OspA(rekomb.) 
pC(rekomb.) 



p41 und/oder pC 



p4l und/oder pC und/oder 
OspA 



23 31.1% 
6 8.1% 
27 36.5% 




34 45.9% 

35 47.3% 
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NACHWEIS von IgG-und/oder 
IgM-Antikorpern 

ELISA/Antigen Erythema migrans 

(n-74) 

Ultrasonikat 30 40% 

P 41(recomb.) ~ 39 53% 
OspA(rekomb.) 11 15% 
pC(rekomb.) 41 55% 

p41 und/oder pC 53 72% 

p41 und/oder pC und/oder 53 72% 

OspA 
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Beschraibung der Tabellen 



Tab. l: 

Reaktivitat von Lyne Borreliose-Seren aus verschiedenen 
Krankheitsstadien nit B.burgdorferi-Antigenen <pl7, pC, p41, 
plOO) in Western Blot nit B.burgdorferi-Lysat als Antigen. 
Tabelle 1 gibt eine Obersicht uber die innundoninanten 
Proteine in verschiedenen Stadien der Lyneborreliose. 

1.1 seren von gesunden Personen und in hoherem Ma0e von 
syphilispatienten wiesen Antikorper gegen p60 ("connon 
antigen") auf. Seltener wurden Antikorper gegen p41 
festgestellt. 

1.2. Als inmundoninante Proteine erwiesen sich bei 
Fruhnanifestationen (EM und IXR> das Plagella-Protein p41 und 
das pC-Protein. pC ist das innundoninante Protein fur die 
fruhe Inununantwort. Insbesondere IgM-Antikorper gegen pC 
konnen fruher auftreten als IgM-Antikorper gegen p41 (s. auch 
Abb. 2a) 

1.3. seren von Patienten nit Spatnanifestationen (ACA und 
Arthritis) reagierten in alien Fallen (n-22) nit p41 oder plOO 
und in 21 Fallen nit plOO oder pl7. P 17 war in 17, plOO in 19 
und p41 in 20 Fallen reaktiv. 

1.4. Die intrathekale IgG-Inmmnantwort war in alien 12 
untersuchten Fallen gegen p41 gerichtet. Antikorper gegen p41 
waren in 3 Fallen in Serun nicht nachweisbar. 



Tab. 2 

Reaktivitat von Innunseren (gegen verschiedene bakterielle 
Brreger) nit Proteinen von B. burgdorferi (Western Blot). 

Western Blot-Streif en nit elektrophoretisch aufgetrenntem B. 
burgdorferi-Lysat wurden wie in Beispiel 1 beschrieben 
hergestellt und nit Seren gegen verschiedene nehr oder weniger 
verwandte und deshalb kreuzreagierende Erreger inkubiert. Die 
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Seren stammten von Kaninchen, die nit den jeweiligen Erregern 
immunisiert worden varen. Die geringste Kreuzreaktivitat 
besitzt plOO; nur eines (anti-B. hennsii) der getesteten 15 
Erreger-spezif ischen Seren reagiert nit diesem Protein. p41 
und pC reagieren nit jeweils drei der Seren und scheinen 
deshalb auch noch geeignet fur eine diagnostische Anwendung. 
Deutlich ist das Vorhandensein von immun-konservierten 
Antigenen zu erkennen; so reagieren zun Beispiel 14 bzw. 12 
der getesteten Seren nit Proteinen der Grope 40 bzw. 60 kD 
(p40; p60) . Diese "common antigens" sind deshalb ungeeignet 
fur den diagnost ischen Einsatz. 
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RcakUvttit von honunco Kontrolbcrca (IgG Western Blot) 



P« 



p60 



Aozahl 



U. 



Gesunde 
Syphilis 



3 
5 



17 
9 



Immunantwort gegen pC una* p41 bel Erythema mlgnas (EM) und Lymphozytlrer 
MealngondlknUtb (LMR) (Western Blot) 



Diagnose 

EM 
LMR 



reaktive Proteine 
p41 . pC 



11 
13 
14 



13 
10 
3 



IgKIasse 



IgM 
IgM 



Anzahl 

15 1 ) 
20 1 ) 
15^) 



13. 



1) Die Seita wen im I^M-DT-ABS Ten ponov. 

2) Die Seres wuea im IgO-tFT-ABS Test poritiv. 

Immanaatwort gegen plOO, p41 and p!7 (IgG Western Blot) 



Diagnose 



ACA 

Arthritis 



plOO 

8 
11 



8 

12 



pl7 



9 
8 



plOO 
od.p41 

10 
12 



plOO 
odpl7 

10 
11 



Anzahl 



10 
12 



1.4. 



Intrathefale Immunantwort bel Lyophozytartr MenlngoradlkullUs (IgG Western Blot) 



lokale inlrathekale 
Immunantwort 



Reaktivitat 
im Serum 



Aozahl 



p41 

aodere Proteine 



12 
7 



9 
12 



12 
12 
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Beschreibung der Abbildungen 
Abb. 1 a und b: 

Roalctivitat von B.burgdorferi-infiaierten Patienten mit 
Lysaten von 5 verschiedenen B. burgdorferi Stammen im Westarn 
Blot. 

Getestet wurden Seren der Stadien II und III (Neuroborreliose, 
stadium II (IgM und IgG) ; Acrodermatitis (IgG) und Arthritis 
(IgG) , Stadium III) . Die fruhe Immunantwort ist unabhangig vom 
Teststamm gegen ein enges Spektrum von Borrelienproteinen 
gerichtet (pC und p41) . Die spate Immunantwort ist gegen ein 
breites Panel von Borrelienproteinen gerichtet. Immundominante 
Proteine sind (unabhangig vom Teststamm) plOO (mit variablen 
Molekulargewicht) und p41. 

Abb. 2 

2a) verlaufskontrolle (igM-wastarnblot) bei Erythema migrans 
Das pC-Protein kann das immundominante Protein der fruhen 
immunantwort sein. Antikorper gegen p41 konnen spater 
auftreten und nur schwach ausgepragt sein. Bei langerer 
Krankheitsdauer konnen auch igM-Antikorper gegen pl7 
auftreten. 

2b) IgG-Western Blot bei spatmanifestationen 

IgG-Antikorper erkennen ein breites Spektrum von 
Borrelienproteinen. Bei Verwendung des Stammes PKo erweisen 
sich als immundominante Proteine pl7 und plOO. pl7 wird vom 
Stamm PKo stark ausgepragt (im Gegensatz zu anderen Stammen; 
siehe Abb.l). Das Flagellin p41 wurde in 2 dieser Beispiele 
(Serum 1 und 2) nicht erkannt. 

Abb. 3 

Schema der DNA-Amplif isierung der p41-kodierenden Region. 

A; Ausschnitt der B.burgdorferi-DNA mit der P 41-kodierenden 
Region (schwarzer Balken) . 
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B; Vergrd/Serung des 5* b2W 3* Endes des p4l-Gens mit des 
jeweiligen DNA-Sequenzen. Angegeben 1st zusatzlich der 
Translationsstart (ATG) sowie das Stop-Codon an 3'-Ende (TAA) . 
Die fur die PCR benutzten Primer-Sequenzen sind zusatzlich 
unter (Primer 1) bzw uber (Primer 2) dem p41 kodierende DNA- 
Doppelstrang angegeben. Eine Anhybridisierung der Primer kann 
nur mit den jeweiligen 3'-Bereichen erfolgen. Die 5«-Enden 
enthalten nicht-hybridisierende Teile, die Schnittstellen fur 
Restrikt ions-Enzyme darstellen: GGATCC - BamHI; TCATGA - 
BspHI, am 5'- Ende; GACGTC - PstI am 3'-Ende. 



Abb. 4 

Expression, Reaktivitat und Reinigung von rekombinantem p4l. 

linker Teil: Coomassie-blau gefarbtes SDS-Polyacryamidgel . Die 
einzelnen Spuren waren wie folgt beladen: 1 # E.coli-Lysat, 
negative Kontrolle; 2, E.coli-Lysat mit pUC8lyl7 nacb IPTG- 
Induktion, das rekombinant produzierte p41 ist als zusatzliche 
Bande im Bereich von ca 45kDa zu erkennen; 3, tfberstand des 
Lysats aus 2 nach Aufbrechen der Zellen wie in Beispiel 4 
beschrieben; 4, Pellet-Fraktion der lysierten Zellen mit dem 
rekombinanten p41; 5, Octyl-gluco-pyranosid Ober stand? 6, wie 
5, jedoch Pellet-Fraktion; 7 - 10, Fraktionen nach Elution von 
p41 von einer MonoQ-Saule durch einen Salzgradienten; Spuren 9 
und 10 enthalten rekombinantes p41 f bedingt durch 
Degradationserscheinungen sowie unvollstandige Translation 
treten neben dem vollstandigen Produkt noch kleiner Fragmente 
auf # die sich jedoch auch in authentischen p41-Material aus 
B. burgdorferi finden lassen. 

rechter Teil: Immun-gefarbter Western Blot eines SDS-Geles mit 
Proben des Coomassie-gefarbten Gels. Die Immunfarbung wurde 
mit einem in Beispiel 6 beschriebenen monoklonalen Antikorper 
durchgefuhrt. Bezeichung der Spuren bzw der Proben wie 
Coomassie-gefarbtes Gel; Spur 0, Leerspur. 
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Abb. 5 

HPLC-Elutionsprofil von p41 aus einer Ionenaustauscher-Saule 
mit ainam flalzgradient. 

Im Anschlu/3 an die Anionenaustauscher-Reinigung (MonoQ von 
Pharmacia) von p41 wurde das Antigen gegen 4M Harnstoff ohne 
Salz zuruckdialysiert und wiederum auf die MonoQ-Saule 
gegeben, um die Reinheit zu uberprufen. Das Elutionsprofil 
zeigt nur noch einen Proteinadsorptionsgipf el . Der kleinere 
Gipfel unmittelbar vor dem Hauptanteil entspricht dem in Abb. 
4, spur 8 sichtbaren p41-Pragment ait einer Gro/te von ca 30 kD 
(getestet durch Western Blot) . 

Abb. 6: 

igG-BLISA ait rekombinantem p4l als Antigen. 

Das uber Anionenaustauscher (MonoQ) gereinigte rekombinante 
Antigen (s. Abb. 5) wurde in einer Konzentration von 0,5 »q/ml 
eingesetzt. Es vurden 7 Seren von Patienten nit einer klinisch 
definierten Lyme Borreliose und 8 Seren von Gesunden getestet. 
4 Seren der Lyme Borreliose Patienten waren im Western Blot 
stark reaktiv mit dem rekombinanten p41 (« positiv), 3 Seren 
schwach reaktiv (- grenzwertig) , die Seren der Gesunden 
reagierten nicht (= negativ) . Der IgG-ELISA zeigte em 
vergleichbares Ergebnis. Y-Achse: Optische Dichte bex 
Wellenlange 486 nm; grenzw. = grenzwertig 

Abb. 7 

Reaktivitat von monoklonalen Antikorparn gegen verschiedene 
B. burgdorferi Antigene. 

sechs monoklonale Antikdrper gegen B. burgdorferi wurden mit 
30 verschiedenen B. burgdorferi-Stammen, 4 

Ruckfallfieberborrelien-Stammen und 2 verschiedenen Treponemen 
getestet. In der Abbildung sind drei verschiedene B. 
burgdorferi Isolate (1-B31, amerikan. Stamm; 2=PKo, deutscher 
Hautstamm; 3=PBi, deutscher Liquorstamm) , eme 

Ruckfallfieberborrelie (4-B. hermsii) und ein Treponemenstamm 
(5=T. phagedenis) exemplarisch dargestellt. Es wurden dae 
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gema/9 Beispiel 6 hergestellten monoklonalen Antikorper 
eingesetzt . 
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P a t en tansprilche 



1. Inununologisch aktives Protein von Borrelia burgdorferi, 
dadurch gekennzeichnet, dafl es in einer von anderen aus 
Borrelia burgdorferi stammenden Proteinen freien Form 
vorliegt . 

2. Inununologisch aktives Protein nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB es gentechnologisch hergestellt 
wurde. 

3. Inununologisch aktives Protein nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB es unter Verwendung von aus Borre- 
lia burgdorferi isolierter DNA herstellbar ist. 

4. Inununologisch aktives Protein nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafl es unter Verwendung von aus Borre- 
lia burgdorferi (DSM-Nr. 5662) isolierter DNA herstell- 
bar ist. 

5. Inununologisch aktives Protein nach einem der vorherge- 
henden Ansprdche, dadurch gekennzeichnet, dafl es ein 
Molekulargewicht von etwa 41 kDa aufweist. 



6. 



Inununologisch aktives Protein nach Anspruch 5, 
gekennzeichnet, dafl es die AminosSuresequenz 
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oder Teilsequenzen davon aufweist. 

7. Immunoiogisch aJctives Protein nach einem der AnsprUche 
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Molekular- 
gewicht von etwa 22 kDa aufweist. 

8. Immunoiogisch aktives Protein nach Anspruch 1 Oder 7, 
dadurch gekennzeichnet , dafi es die Aminosauresequenz 
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oder eine Teilsequenz davon aufwexst. 
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9. Imraunologisch aktives Protein nach einem der AnsprUche 
1 bis 4. dadurch gekennzeichnet , dafl es ein Molekular- 
gewicht von etwa 17 kDa aufweist. 

10. Immunologisch aktives Protein nach einem der AnsprUche 
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Molekularge- 
wicht von etwa 100 kDa aufweist. 

11. immunologisch aktives Protein nach Anspruch 1 oder 10, 
dadurch gekennzeichnet, dafi es die Aminosfiuresequenz 

Met Lys Lys Met Leu Leu lie Phe Ser Phe Phe Leu Val Phe Leu 

Asn Gly Phe Pro Leu Asn Ala Arg Glu Val Asp uy * 

Lys Asp Phe Val Asn Met Asp Leu Glu Phe Val Asn Tyr y jr 

go Tyr Asp Ser Thr Asn Thr Tyr Glu Gin lie Val y ^ ^ 

Glu Phe Leu Ala Arg Pro Leu lie Asn Ser Asn ser 

Tyr Tyr Gly Lys Tyr Phe Val Asn Arg Phe lie a p f ^ q1u 

Lys Lys Ala Ser Val Asp lie Phe Ser lie Giy ser y 

Leu Asp Ser lie Leu Asn Leu Arg Arg lie Leu Thr y y ^ 

lie Lys Ser Phe Asp Tyr Glu Arg Ser Ser Ala gx ^ 

Lys Ala lie Thr He Tyr Asn Ala Val Tyr Arg y * T hr 

Tyr Tyr Lys Glu Phe Tyr lie Glu Ala Ser Leu Lys ^ 

Lys Glu Asn Ala Gly Leu Ser Arg Val Tyr set g Gly 

5s Thr Gin lie Phe lie Pro Leu Lys Lys Asn lie Leu s y 

Asn Val Glu Ser Asp lie Asp lie Asp Ser Leu vax ^ 

Val Val Ala Ala Leu Leu Ser Glu Asn Glu Ser Gxy 

Ala Arg Asp He Thr Asp He Gin Gly Glu Tnr his y 

Gin Asp LyI He Asp lie Glu Leu Asp Asn Phe His Glu 8^ 

ser Asn He Thr Glu Thr lie Glu Asn Leu Arg p v&1 

Lys Ala Thr Asp Glu Glu His Lys Lys Glu He gxu ^ ^ 

Asp Ala Lys Lys Lys Gin Lys Glu Glu Leu Asp Ly y ^ 

Asp Leu Asp Lys Ala Gin Gin Lys Leu Asp Pne a^ ^ 

Leu Asp lie Gin Arg Asp Thr Val Arg Glu Lys Leu 

He Asn Glu Thr Asn Lys Glu Lys Asn Leu Pro * ger 

Val Ser Ser Pro Lys Val Asp Lys Gin Leu Gin He Ly ^ 

Leu Glu Asp Leu Gin Glu Gin Leu Lys Glu Ala ser a p 

Gin Lys Arg Glu He Glu Lys Gin lie Glu Hj Ly Y 

Glu Glu Leu Phe Lys Asn Lys Asp His Lys Ala Leu p ^ 

Gin Glu Leu Asn Ser Lys Ala Ser Ser Lys *xu y 

Glu Glu Glu Asp Lys Glu Leu Asp Ser Lys Lys Asn Leu ^ 

Val ser Glu Ala Asp Lys Val Asp Lys He Ser Lys ^ 

Asn Glu Val Ser Lys Leu Ser Pro Leu Asp Glu Pro y ^ 

Asp He Asp ser Lys Glu Gly Val Asp Asn Lys Asp * ^ 

Gin Lys Thr Lys Pro Gin Val Glu Ser Gin Pro Thr ^ 

Glu Asp Leu He Asp Val Ser He Asp Ser Ser ash ^ 

Leu Glu Val He Asp Pro lie Thr Asn Leu Gly Thr £ 

He Asp Leu Asn Thr Gly Val Arg Leu Lys Glu Ser Axa 

Gly lie Gin Arg Tyr Gly He Tyr Glu Arg Glu Lys Asp 

Val lie Lys He Asp Ser Gly Lys Ala Lys Leu Gxn 

Lys Leu Glu Asn Leu Lys Val lie Ser Glu *er Asn ^ 

Asn Lys Asn Ser Ser Leu Tyr Val Asp Ser Arg Me & ^ ^ 

JE lys ffi Leu E Glu E E 2 £ £ « £ £ *£ 

IS a £ K - Leu Vax Th? Leu S - E Thr Leu Lys 
Lys Val Lys oder eine Teilsequenz davon aufweist. 
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12. Immunologisch aktives Protein nach einem der Ansprttche 
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafl es ein 
Moiekulargewicht von etwa 31 kDa aufweist. 



13. Immunologisch aktives Protein nach einem der Anspriiche 
1 oder 12, dadurch gekennzeichnet , dafl es die 
AminosSuresequenz 
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Oder eine Teilsequenz davon aufweist. 

14. Testkit zum Nachweis von Antikorpern gegen Borrelia- 
StSmme, dadurch gekennzeichnet, dafl es wenigstens ein 
immunologisch aktives Protein nach einem der AnsprUche 
1 bis 13 enthSlt, das mit den in der Untersuchungsf liis- 
sigkeit vorhandenen Antikorpern reagieren kann und, dafl 
es wenigstens eine Anzeigekomponente aufweist, die den 
Nachweis von Komplexen aus immunologisch aktivem Pro- 
tein und Antikorper ermdglicht. 

15. Testkit nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dafl 
es 2 bis 4 immunologisch aktive Proteine nach den An- 
spriichen 1 bis 13 enthSlt. 
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16. Testkit nach einem der AnsprUche 14 oder 15, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Anzeigekomponente ein gegen den 
nachzuweisenden Antikorper gerichteter Antikorper ist, 
der eine Markierung aufweist. 

17. Testkit nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Markierung in einem radioaktiven Isotop besteht. 

18. Testkit nach einem der AnsprUche 14 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Markierung aus einem Enzym 
besteht, das eine Farbreaktion katalysieren kann. 

19. Testkit nach den Anspriichen 14 oder 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das immunologisch aktive Protein oder ein 
dagegen gerichteter monoklonaler AntikSrper biotiny- 
liert ist und die Anzeigekomponente Avidin oder Strep- 
tavidin mit daran kovalent gebundenem Enzym, insbeson- 
dere Peroxydase ist. 

20. Testkit nach einem der AnsprUche 14 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dafl es ein ELISA-Testkit ist. 

21. Testkit nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dafl 
wenigstens ein immunologisch aktives Protein nach einem 
der AnsprUche 1 bis 13 an Mikrotiterplatten gekoppelt 
ist und die Anzeigekomponente aus Anti-human- Immuno- 
globulin, insbesondere IgG- und/oder IgM-Antik6rpern 
besteht, an die ein eine Farbreaktion katalysierendes 
Enzym gekoppelt ist. 



22. Verwendung von immunologisch aktiven Proteinen nach 
einem der AnsprUche 1 bis 13 zur Herstellung von Impf- 
stoffen zum Schutz gegen Infektionen von Borrelia- 
Bakterien, vorzugsweiae Borrelia burgdorferi -StSmmen. 
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IgQ Western Blot mil 5 versehledenen Stlmmen als Antigen 
IgQ und IgM-Antwort Im Stadium II 
IgQ-Antwort Im Stadium III 
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Abb. 2a: IgM Western Blotbel Erythema migrans 
Antigen: B. burgdorferi / Stamm PKo 
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Patient A: 1 Erstuntersuchung 

2, 3 Veriaufskontrolle nach 1 und 3 Wochen 



Patient B: 1 Erstuntersuchung 

2-5 Verlaufskontrollen nach 2, 9, 10 und 11 Wochen 
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Abb. 2b: IgG-Western Blot bel Spatmanlfestatlonen 
Antigen: B. burgdorferi / Stamm PKo 
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Abb. 3 
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B.burgdorferi DNA 
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ATC ATT ATC AAT CAT AAT ACA TCA OCT ATT 

TAC TAA TAG TTA GTA TTA TCT ACT CCA TAA 

<e ATG ATT ATC AAT CAT AAT ACA TCA CC 
> Primer 1 



Primer 2 



GTT ATA CAA AAC ACT AAC CAATCT ATT 

CTT CCC CAA TAT CTT TO TCA TO CIT AGA TAA 
CAA CCC CTT ATA CAA AAC ACT AAC CAATCT ATT • 



0* 



Slop p41 
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Abb.: S 

ElutionspreOl von p41 am etner Ionenauilauscher-S4ule 
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